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IZusammenfassung
Die Identifizierung molekularer Biomarker, die eine Tumorbildung auf Basis einer nicht-
invasiven Analytik frühzeitig anzeigen können, ist ein bedeutsames Ziel der modernen
Medizin. Diese Herausforderung zeigt sich im besonderen Maße am Beispiel des Harnbla-
senkarzinoms (TCC), dessen Früherkennung mit derzeitig diagnostischen Standards nicht
adäquat erreicht werden kann. In der Entwicklung neuer Methoden erweist sich die ab-
errante DNA-Methylierung, die eine zentrale Eigenschaft humaner Tumore darstellt und
signifikant mit dem Krankheitsprozess assoziiert ist, als besonders potenter Biomarker.
Basierend auf einem selektiven, dreistufigen Validierungsmodell konnten im Rahmen
dieser Arbeit aus ursprünglich 29 initialen Kandidatengenen zwei Genloci, lokalisiert
in den Promotorbereichen der Gene ECRG4 und ITIH5, als potentielle neue DNA-
Methylierungsmarker zur Früherkennung von Harnblasenkarzinomen validiert werden.
Diese erzielten im Falle einer kombinierten Anwendung als Zwei-Gen-Panel mittels der
Pyrosequenzierungsanalytik in einer unabhängigen Urinkohorte (n=46) eine kumulative
Sensitivität von 83,9% bei einer Spezifität von 100% (AUC: 0,924, P<0,001). Somit wur-
de keiner der gesunden Probanden fälschlicherweise als Falsch-Positiv deklariert (PPV:
100%), während die Wahrscheinlichkeit, bei Negativität des Tests an einem TCC erkrankt
zu sein, bei 25% (NPV: 75%) lag. Eine Diskriminierung zwischen Harnblasen- und Pro-
statakarzinomen war bei gleichbleibender Detektionsstärke (83,9%) durch einen geringen
Spezifitätsverlust (95,0%) charakterisiert. Dementgegen erwies sich das ECRG4 -ITIH5 -
DNA-Methylierungsbiomarker Panel in der diagnostisch relevanten Gruppe der häufig
rekurrierenden pTa low grade Karzinome als besonders effizient, konnten doch 89,9% der
Tumore bei 100% Spezifität anhand von Urinproben nachgewiesen werden.
Analog zur Problematik der Karzinom-Früherkennung hat das mangelnde Verständ-
nis der zugrundeliegenden molekularen Mechanismen, welche eine Progression des hu-
manen TCC bedingen, Defizite für die Therapieoptimierung zur Folge. Aufgrund des-
sen wurde die tumorbiologische Konsequenz der potentiellen epigenetischen Inaktivie-
rung von ITIH5 für die Entstehung des humanen TCC erstmalig untersucht. ITIH5 ko-
diert für ein sezerniertes Protein, das an der Integrität der extrazellulären Matrix be-
teiligt ist. Initial durchgeführte mRNA-Expressionsanalysen belegten einen signifikan-
ten ITIH5 Verlust in invasiven Karzinomen, wohingegen sich eine abundante Expres-
sion im gesunden Urothel zeigte. Diese konnte mittels immunhistochemischer ITIH5-
Proteinexpressionsanalysen eindeutig den epithelialen Zellen des Urothels zugeordnet wer-
den und bestätigte dagegen eine signifikante Herabregulation des ITIH5-Proteins in low
grade sowie high grade TCC. Zudem ergab sich eine hochsignifikante (P<0,001) Asso-
ziation zwischen der ITIH5 -Promotormethylierung und dem mRNA-Expressionsverlust.
Die Induktion der ITIH5 -mRNA-Expression mittels einer DNA-demethylierenden in vitro
Behandlung humaner Krebszellen mit 5-Aza-2’-deoxycytidin und Trichostatin A erbrach-
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te einen funktionellen Nachweis der statistischen Assoziation. Somit konnte die ITIH5 -
Promotormethylierung, die sich bereits in gering-progredienten Urothelkarzinomen zeigte,
als molekularer Mechanismus für den ITIH5-Expressionsverlust bestätigt werden. Zwecks
Evaluierung der biologischen Bedeutung der ITIH5-Inaktivierung für das TCC wurden
anschließend auf Basis eines ITIH5 überexprimierenden Zellkulturmodells das funktionel-
le Wirkungsspektrum in der papillären Tumorzelllinie RT112 untersucht. Eine forcierte
ITIH5-Reexpression führte zu einer signifikanten Reduktion der migratorischen (−93,7%)
sowie kolonienbildenden (−77,5%) Eigenschaften der RT112 Tumorzellen und erhärtet
den mutmaßlich tumorsuppressiven Charakter von ITIH5 im Urothelkarzinom.
Es ist bekannt, dass eine Destruktion der ECM-Strukturen im Zuge der Tumorgene-
se im Wesentlichen die maligne Progression fördern und eine frühe Metastasierung be-
dingen kann. In diesem Kontext ließ sich aus publizierten, retrospektiven Studien im
Mammakarzinom die Hypothese ableiten, dass ITIH5 eine mögliche Funktion als Meta-
stasierungssuppressor im Brustkrebs zukommt. Darauf aufbauend sollte im letzten Teil
dieser Arbeit eine detaillierte Charakterisierung der phänotypischen Auswirkungen ei-
ner forcierten ITIH5-Reexpression auf invasive MDA-MB-231 Brustkrebszellen erfolgen.
Funktionelle in vitro Analysen, auf Basis eines gain-of-function Tumormodells bestätig-
ten eine effektive Suppression progressiver Tumoreigenschaften durch ITIH5: Während
die Zell-Matrix-Adhäsion auf Hyaluronsäure in Abhängigkeit einer ITIH5-Expression si-
gnifikant erhöht war, hatte die Reexpression in den mesenchymalen MDA-MB-231 Brust-
krebszellen eine drastische Inhibierung der motilen und invasiven Fähigkeiten zur Fol-
ge. Dieses suppressive Verhalten von ITIH5 exprimierenden Mammakarzinomzellen ging
mit einem Phänotypwechsel einher, der durch ein Wiederherstellen epithelialer Marker,
wie z.B. Desmoplakin oder Zonula occludens 1, sowie einer Re-Organisation des Aktin-
Zytoskeletts in kortikale Strukturen gekennzeichnet war. Ein in vivo Metastasierungsmo-
dell belegte schließlich, dass ITIH5 exprimierende Mammakarzinomzellen im Vergleich zur
Kontrollgruppe nach intravenöser Injektion in weibliche, immunsupprimierte Balb/cnu/nu
Mäuse nahezu gänzlich die Bildung von Metastasen verfehlten (-95,5%; P<0,001). Als
möglicher Regulator dieses Wirkungsfelds konnte eine zu ITIH5 inverse Proteinexpression
des Transkriptionsfaktors FoxM1 in vitro und in vivo identifiziert werden, die mit einem
Verlust der Matrix-Metalloproteinase 9 mRNA-Expression in den 3D Makrotumoren asso-
ziiert war. Von klinischer Bedeutung erwies sich die Kohärenz der inversen ITIH5-FoxM1-
Expressionsachse in primären Mammakarzinomen, die einen signifikanten Risikofaktor für
die Rezidiv-Wahrscheinlichkeit der Mammakarzinom-Patientinnen darstellte.
Zusammenfassend ist es in dieser Arbeit gelungen die Genloci ECRG4 -ITIH5 als neues
DNA-Methylierungsbiomarker Panel zur Früherkennung von Harnblasenkarzinomen zu
etablieren. Darüber hinaus konnte ITIH5 als neues, putatives Tumorsuppressorgen des
Typs II im Harnblasenkarzinom charakterisiert und seine Funktion als Metastasierungs-
Barriere für die maligne Progression des Mammakarzinoms erhärtet werden.
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Summary
The identification and characterization of novel molecular biomarkers, useful for early
cancer detection, is an important oncological objective of the modern medicine. This
clinical challenge is particularly emphasized by the example of bladder cancer, screening of
which is currently not realizable in a suitable manner. Non-invasive methods, e.g. cytology
or novel assays such as NMP22 BladderCheckr, lack considerable either sensitivity or
specificity. In the line with the accumulating evidence suggesting that DNA methylation
could serve as a putative cancer biomarker, one aim of this study was the identification
of novel gene loci useful for early bladder cancer detection.
In the present study, a three-step validation procedure was applied to derive from a
pool of 29 candidate genes two genomic loci, localized in the promoter regions of the
genes ECRG4 and ITIH5, that were characterized as putative early detection biomarkers
for bladder cancer. As a combined “two-gene-panel”, these loci achieved a sensitivity of
83.9% and a specificity of 100% (AUC: 0.924, p<0.001) by using pyrosequencing in an
independent patient urine cohort (n=46). Thus, none of the healthy controls was erro-
neously detected as disease (positive predictive value: 100%), while in case of negativity
the likelihood of an existent bladder tumor was 25% (negative predictive value: 75%).
The ability to discriminate between bladder and prostate cancer was characterized by a
marginal decrease in specificity (95%) but with consistent sensitivity (83.9%). Of import-
ance, within the clinical relevant group of frequently recurrent pTa low grade tumors the
ECRG4 -ITIH5 gene panel also efficiently discriminates tumor from normal state with an
overall panel sensitivity of 89.9% and a specificity of 100%.
Besides the identification of novel DNA methylation markers, the understanding of
tumor biological consequences of aberrantly expressed genes, especially relating to ma-
lignant tumor progression, represents a fundamental prerequisite for the development of
future cancer therapies. Therefore, the involvement of the epigenetically silenced ITIH5
gene in human bladder cancer was deciphered in detail for the first time. ITIH5 encodes
an extracellular matrix protein, being involved in extracellular matrix integrity. Initially
performed ITIH5 mRNA expression analyses revealed a significant expression loss in inva-
sive bladder tumors, while abundant expression was determined in normal bladder tissues.
Immunohistochemical analyses demonstrated that ITIH5 expression is clearly attributed
to epithelial cells of the healthy urothelium, and revealed a significant ITIH5 protein
reduction in both low grade and high grade tumors. In addition, promoter hypermethyla-
tion of ITIH5 was significantly associated with its mRNA loss in primary bladder cancer
tissues. In contrast, in vitro DNA demethylation of bladder cancer cell lines by 5-aza-
2’-deoxycytidine and trichostatin A resulted in a notable ITIH5 re-expression, therewith
functionally underlining a causal association. Hence, ITIH5 promoter methylation was
confirmed as the main molecular mechanism leading to ITIH5 gene silencing in bladder
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cancer. In order to evaluate the biological consequence and relevance of ITIH5 downregu-
lation for bladder cancer development and progression its function was analyzed using a
gain-of-function in vitro model based on the papillary RT112 tumor cell line. Here, forced
ITIH5 expression caused a significant reduction of motility (-93.7%) and colony growth
(-77.5%) of cancer cells, which underscores a presumable tumor suppressive function of
ITIH5 in bladder cancer progression.
It is well known that dysfunction of the extracellular matrix and associated mole-
cules during tumor progression promotes early metastasis. Retrospective studies already
described the epigenetic inactivation of ITIH5 in human breast cancer, which predicted
unfavorable prognosis and was associated with clinico-pathological correlates of meta-
stasis. Therefore, it was hypothesized that ITIH5 function during breast tumorigenesis
is mainly attributed to suppression of the malignant progression. On this basis, an in-
depth functional characterization of the phenotypic effects of forced ITIH5 re-expression
on breast cancer cells was accomplished by using stably ITIH5 transfected MDA-MB-231
breast cancer cells. In vitro ITIH5 re-expression enhanced cell-matrix adhesion and led to
a suppression of motility and invasiveness. These findings were accompanied by a pheno-
type switch of the mesenchymal MDA-MB-231 breast cancer cells towards an epithelial
cell differentiation, characterized by cytoskeleton re-organization as well as restoration of
junctional components, such as desmoplakin or zonula occludens 1. In a xenograft meta-
stasis assay performed in Balb/c nude mice, breast cancer cells with ITIH5 re-expression
almost completely failed to form lung metastases (-95.5%; p<0.001). These effects may
be attributed to ITIH5-associated protein reduction of the transcription factor FoxM1,
which in turn led to diminished matrix-metalloproteinase 9 mRNA expression. Of clini-
cal significance, a direct coherence of ITIH5 and FoxM1 was further supported in breast
cancer patient samples where the inverse expression axis of high ITIH5 and low FoxM1
protein expression significantly predicted decreased tumor relapse.
In summary, the here presented study successfully identified and validated ECRG4 -
ITIH5 as a novel two-gene DNA methylation biomarker panel for early bladder cancer
detection. It further proposed ITIH5 as a putative type II tumor suppressor gene in
bladder cancer development. Finally, this study corroborated our current hypothesis of
ITIH5 as a potential suppressive barrier for breast cancer metastasis.
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11 Einleitung
1.1 Krebs: Definition und Inzidenz
Der Begriff Krebs (Neoplasie) bezieht sich auf eine abnormale, lokale Vergrößerung ei-
nes Gewebes (Tumor: Schwellung), welche durch eine autonome, progressive und unkon-
trollierte Zellteilung bzw. einen verminderten Zelltod körpereigener Zellen hervorgerufen
werden kann (Wagener und Müller, 2010). Dieser Gewebezuwachs kann sich als gutartiger
(benigner) Tumor, der keine Gewebeinfiltration aufweist, sowie als bösartige (maligne)
Neoplasie mit invasivem, organschädigendem Verhalten darstellen. Letzterer führt oh-
ne therapeutische Behandlung zum Tod des Betroffenen (Bichler et al., 1991). Maligne
Tumore werden darüber hinaus in solide Tumore, die primär durch einen Zellverband
charakterisiert sind, und nicht-solide Neoplasien wie z.B. des hämatopoetischen Systems
(Leukämien), unterteilt und müssen nach der Herkunft ihres Ursprungsgewebe klassifi-
ziert werden (Gorstein und Anderson, 1991). Solide Tumore werden dementsprechend
in Sarkome, die mesodermalen Ursprungs sind, und Karzinome, die sich aus epithelia-
len Zellverbänden ableiten, unterschieden. Diese durchlaufen auf dem Weg zum malignen
Phänotyp einen Prozess, der mit einer Veränderung der bestehenden Organstrukturen
sowie mit dem Verlust fundamentaler Zell- und Gewebefunktionen einhergeht.
Abbildung 1: Verteilung der Krebsneuerkrankungen in Deutschland; RKI, 2012. Prozentua-
ler Anteil ausgewählter Tumorlokalisationen aller Krebsneuerkrankungen in Deutschland
2008 (ohne Aufführung des melanotischen Hautkrebs).
Die Veränderungen dieser Gewebestrukturen können histopathologisch nach Reife der
Zellen bzw. Gewebe (engl. grading) sowie Ausbreitung der Tumore (engl. staging) beurteilt
und unterschiedlichen Stadien der Tumorprogression zugeordnet werden (Wagener und
Müller, 2010).
2 Einleitung
Nach der “Todesursachenstatistik” des Statistischen Bundesamts werden nur Herz-
Kreislauf Erkrankungen vor malignen Erkrankungen als häufigste Todesursache gelistet
(Statistisches-Bundesamt, 2011). Auf der Grundlage der epidemiologischen Krebsregister-
daten in Deutschland wird durch das Robert Koch Institut (RKI) allein in Deutschland
im Jahr 2008 die Zahl der neu aufgetretenen Krebserkrankungen bei Männern auf 246.700
und bei Frauen auf 223.100 Fälle geschätzt (RKI, 2012). Die Prognose des RKI geht von
einer steigenden Inzidenzrate aus. Für das Jahr 2012 wird eine Krebsneuerkrankungs-
rate bei Männer von 258.000 und bei Frauen von 228.200 prognostiziert (RKI, 2012).
Der prozentuale Anteil der häufigsten Tumorlokalisationen aller Krebsneuerkrankungen
in Deutschland für das Jahr 2008 ist in Abbildung 1 aufgeführt und gibt die Inzidenzrate
der in dieser Studie zugrunde liegenden Tumorentitäten, der Harnblasen- und Brusttu-
more, wieder.
1.2 Das humane Harnblasenkarzinom
1.2.1 Epidemiologie des Harnblasenkarzinoms
Das Harnblasenkarzinom wird mit 386.300 Neuerkrankungen und 150.200 Todesfällen im
Jahr 2008 weltweit auf Platz neun der häufigsten Krebserkrankungen gelistet (Parkin,
2008; Jemal et al., 2011). In Deutschland ist das Harnblasenkarzinom im Jahr 2008 bei
Männern mit 11.460 Fällen die vierthäufigste maligne Erkrankung, während es bei Frauen
mit 4.510 an siebter Stelle der Neuerkrankungsrate aller Tumore rangiert (RKI, 2012; vgl.
Abb. 1) und damit ein Geschlechter-Verhältnis von 2,5:1 (Mann:Frau) aufweist. In den
Industriestaaten sind Männer nach Knowles sogar dreimal häufiger von einer Neoplasie
der Harnblase betroffen als Frauen (Knowles, 2006). Das mediane Erkrankungsalter zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung liegt bei 68 Jahren und spiegelt die mit dem Alter zuneh-
mende Inzidenz vieler humaner Tumorentitäten wider (Gallagher und Milowsky, 2009).
Trotz stetem Anstieg der Inzidenzrate beim Harnblasenkarzinom in Deutschland weist die
Mortalitätsrate seit 1999 - insbesondere bei männlichen Patienten - einen tendenziellen
Rückgang auf (RKI, 2012). Während die Zunahme der Neuerkrankungen dem demogra-
phischen Wandel zugrunde gelegt werden kann, ist die leicht reduzierte Mortalität auf
eine verbesserte therapeutische Behandlung zurückzuführen. Die steigende Inzidenz for-
ciert zugleich die Behandlungskosten stetig seit 1996 und bedingt aktuell die höchsten
Behandlungskosten pro Patient aller Krebsentitäten (Botteman et al., 2003; Sievert et al.,
2009). Nach aktuellen Schätzungen belaufen sich die Kosten vom Zeitpunkt der Diagnose
bis zum Versterben eines Patienten zwischen 89.287 und 202.203 US Dollar pro Patient
und verursachten in den USA allein im Jahr 2006 Kosten von insgesamt 206,3 Millionen
US Dollar (Sievert et al., 2009). Dies rührt daher, dass die Frequenz von rekurrierenden
Tumorneubildungen (Rezidive) bei diesem Karzinom besonders hoch ausfällt und Indika-
toren für sich progredient entwickelnde Tumore fehlen. In Folge dessen ist eine gezielte
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und engmaschige Langzeitüberwachung vonnöten, deren Umsetzung derzeit in adäquater
Weise nur mittels kostenintensiver Techniken möglich ist (Schulz, 2006).
1.2.2 Pathogenese und Klassifizierung des Urothelkarzinoms
Mehr als 90% der Harnblasentumore sind epithelialen Ursprungs und werden auch als
konventionelle Urothelkarzinome (Transitionalzellkarzinom: TCC) bezeichnet (Kaufman,
Shipley und Feldman, 2009). Diese werden in zwei histopathologisch bzw. molekularbio-
logisch unterschiedlich differenzierte Wachstumsformen unterteilt. So wird eine oberfläch-
liche (superfiziell) wachsende, papilläre Wachstumsform (70-80% aller TCC) von flach-
wachsenden Tumoren (ca. 20-30% aller TCC) unterschieden (Knowles, 2006). Letztere
gehen aus hochgradig dysplastischen und bereits genetisch instabilen Läsionen (Carcino-
ma in situ; CIS) hervor und sind in fortgeschrittenen, invasiv wachsenden Stadien mit
einer deutlich verkürzten 5-Jahres Überlebensrate von <50% assoziiert (Knowles, 2006).
Dementgegen haben papilläre Tumore ihren Ursprung in genetisch stabilen hyperplas-
tischen Vorläuferläsionen und zeigen - sofern auf die Mucosa beschränkt - eine vielfach
bessere Prognose (Kaufman, Shipley und Feldman, 2009).
Abbildung 2: Die pT-Stadien beim Harnblasenkarzinom; modifiziert nach Schulz, 2006. Die
Grafik illustriert schematisch den Aufbau der humanen Harnblase und zeigt die definierten
Klassifikation der Tumorstadien des Urothelkarzinoms.
Das histopathologische Stadium einer Neoplasie wird durch den von der Union interna-
tionale contre le cancer (UICC) definierten TNM-Status (Tumorgröße, Nodalstatus, Me-
tastasen) beschrieben (Sobin und Wittekind, 2002). Dafür werden die Größe des Tumors
4 Einleitung
(pT), der Befall der Lymphknoten (pN) sowie das Vorhandensein von hämatogenen Fern-
metastasen (pM) berücksichtigt. Eine detaillierte Übersicht über die TNM-Klassifikation
für das Harnblasenkarzinom ist dem Anhang A.4 zu entnehmen. Das pT-Stadium eines
Primärtumors des Urothels leitet sich aus der Penetration und der Invasionstiefe in den
Muskel bzw. die Blasenwand ab (Kaufman, Shipley und Feldman, 2009). Sofern die Lami-
na propria (Basalmembran) nicht infiltriert vorliegt, werden die papillären Tumore dem
Stadium pTa zugeteilt, bei leichter Penetration dem Stadium pT1. Dementgegen werden
Tumore bei Durchbruch der Lamina propria (alle superfiziellen Wachstumsformen) als
muskelinvasiv kategorisiert (pT2 – pT4). Die einzelnen Stadien beider Wachstumsformen
sind in Abbildung 2 dargestellt. Da die Tumorentwicklung und damit der Krankheitsver-
lauf überdies stark mit dem histologischen Differenzierungsgrad assoziiert ist, insbesondere
innerhalb der papillären Tumorformen, werden alle Urothelkarzinome, der Klassifikation
der World Health Organization (WHO) von 2004 entsprechend, in low grade und high
grade Karzinome unterteilt (Sauter et al., 2004; Knüchel und Lindemann-Docter, 2009).
1.2.3 Diagnoseparameter des Urothelkarzinoms
Klinische Symptome bei Vorliegen eines Harnblasenkarzinoms umfassen neben blutigem
Harn (Makrohämaturie) auch ein gehäufter, volumenarmer Harndrang (Pollakisurie) so-
wie eine gestörte Blasenentleerung (Dysurie) (Deutsche-Krebshilfe, 2008). Eine statistisch
belegbare Assoziation zwischen dem Grad des Symptoms und dem Stadium des Harn-
blasentumors konnte bis dato nicht hergestellt werden (Oosterlinck et al., 2002). Ein
maligner Hintergrund für diese Symptomatik muss daher durch diagnostische Methoden
bestätigt und darüber hinaus Tumorstadium sowie Tumorgrad durch histopathologische
Verfahren verifiziert werden. Der derzeitige “Goldstandard” in der urologischen Routine-
diagnostik stellt die Zystoskopie der Harnblase (Blasenspiegelung) dar. Trotz der meist
adäquaten Sensitivitäts- (Richtig-Positiv Rate) und Spezifitätsraten (Richtig-Negativ Ra-
te) geht diese invasive Methode mit einem hohen Kostenaufwand und Unannehmlichkeiten
sowie Morbiditäts-Risiken für den Patienten einher (Bischoff und Clark, 2009). Alternative
Ansätze bieten nicht-invasive diagnostische Methoden, da mit dem Urin ein Medium zur
Verfügung steht, welches für eine Früherkennung prinzipiell prädestiniert scheint (Bischoff
und Clark, 2009). In diesem Zusammenhang wird derzeit auf die Zytologie von Harn oder
Harnspülflüssigkeit durch erfahrene Pathologen gesetzt. Obschon dieses routinemäßig an-
gewandte Verfahren eine hohe Spezifität von bis zu 100% erreicht, weist diese Methodik
dennoch eine eklatante Lücke an Informationsgehalt gegenüber dem Vorliegen eines nicht-
invasiven low-grade Urothelkarzinoms auf, jenen Tumorsubtypen, die häufig rekurrieren
(60-70%) und in mehr als 10% invasiv wachsende Formen entwickeln können (Tilborg,
Bangma und Zwarthoff, 2009). Überdies ist eine objektive Anwendung, die qualitätsgesi-
chert und standardisiert in unterschiedlichen Kliniken zum gleichen Ergebnis führt, nicht
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gewährleisten. So schwankt die Detektionsstärke (Sensitivität) zwischen 12 und 85% und
offenbart die Grenzen dieser Methode hinsichtlich einer zuverlässigen Screening-Methode
für die Früherkennung von Harnblasentumoren (Proctor, Stoeber und Williams, 2010).
Angesichts dessen tritt die Problematik der verfügbaren diagnostischen Techniken offen
zutage, welche bedingt durch die Notwendigkeit eines engmaschigen Überwachungsnetzes
von Harnblasenkarzinompatienten (Tilborg, Bangma und Zwarthoff, 2009; Oosterlinck et
al., 2002) noch verschärft wird. Die Entwicklung nicht-invasiver diagnostischer Methoden
ist daher noch immer ein primäres Ziel in der Harnblasenkarzinomforschung.
1.2.3.1 Aktueller Stand diagnostischer Methoden und Biomarker-Tests für
das Urothelkarzinom
Eine Herausforderung der Tumorforschung ist die Definition klinischer Parameter für die
Früherkennung von Karzinomen sowie für die Beurteilung von Krankheitsverlauf (Progno-
se) und Therapieansprechen (Prädiktion). Hierbei kann eine möglichst frühe Detektion
des Karzinoms zu einem deutlichen Benefit in der folgenden therapeutischen Behandlung
führen (Schulz, 2006).
Abbildung 3: Das Prinzip des Screening-Verfahrens; verändert nach Spix et al., 2003. Darge-
stellt ist der Verlauf einer malignen Erkrankung bis zum Tod des Patienten anhand einer
relativen Zeitachse. Die präklinische Phase definiert die Zeit in der die Erkrankung noch
keine klinischen Symptome bedingt. Die Verweilzeit bestimmt die detektierbare Phase,
die im Falle einer Frühdiagnose (blauer Punkt) zu einem signifikanten Benefit für den
Patienten führen und letztlich einen verzögerten Todeszeitpunkt zur Folge haben kann.
Von zentraler Bedeutung ist eine Diagnose innerhalb der detektierbaren, präklinischen
Phase, in der noch keine Symptomatik vorliegt, und mithin die Vorlaufzeit (engl. lead-
time) zur Behandlung des Patienten signifikant steigern kann (Spix et al., 2003). In Ab-
bildung 3 ist das Prinzip des Screenings anhand einer zeitlichen Achse einer malignen
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Tabelle 1: Vergleich von derzeit kommerziellen diagnostischen Biomarker-Tests und der Urin-Zytologie;
verändert nach Proctor, Stoeber und Williams, 2010
Test Spezifität Sensitivität Vorteile Nachteile
Zytologie 78-100% 12-85% hohe Spezifität großes Maß an Expertise
erforderlich
etablierte Technik kein standardisiertes Ver-
fahren
geringer Bearbeitungsauf-
wand
geringe Sensitivität; spe-
ziell gegenüber low grade
Läsionen
BTA-Statr 52-93% 24-89% patientennahe Labordia-
gnostik
hohe Falsch-Positiv Rate
zugelassen nur für Über-
wachungsdiagnostik
BTA-Trakr 48-95% 51-79% Sensitivität vergleichbar
mit Zytologie; aber bes-
ser gegenüber low grade
Läsionen
hohe Falsch-Positiv Rate
spezialisierte Labors not-
wendig
zugelassen nur für Über-
wachungsdiagnostik
NMP22
BladderCheckr
40-90% 50-85% hohe Sensitivität hohe Falsch-Positiv Rate
schnelle, patientennahe
Versorgung
zugelassen für Früh- und
Überwachungsdiagnostik
ImmunoCytr 62-79% 63-85% Hohe Sensitivität spezielle Labors und Aus-
rüstung erforderlich
großes Maß an Expertise
erforderlich
zugelassen nur in Verbin-
dung mit der Zytologie
Urovysionr 65-96% 69-96% Hohe Sensitivität spezielle Labors und Aus-
rüstung erforderlich
geringe Falsch-Positiv Ra-
te
kostenintensive Reagenzi-
en erforderlich
Könnte frühe Stufen de-
tektieren
großes Maß an Expertise
erforderlich
zugelassen für Früh- und
Überwachungsdiagnostik
nicht geeignet für
Hochdurchsatz-Verfahren
Erkrankung skizziert. Die Voraussetzung für ein Screening-Verfahren für eine maligne
Erkrankung ist eine spezifische und sensitive Nachweismethode, die robust und mög-
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lichst nicht-invasiv einsetzbar ist. Die derzeitigen Tumormarker für die Früherkennung
von Harnblasenkarzinomen sind hierfür nur unzureichend befähigt (Tilborg, Bangma und
Zwarthoff, 2009), so dass in diesem Fall die Entwicklung neuer Techniken für die Frühdia-
gnostik im Fokus des Interesses steht. In den letzten Jahren richtete sich dabei verstärkt
das Augenmerk auf krankheitsspezifische biologische Marker (sogenannte Biomarker), die
allgemein gültig detektiert werden und auf eine Erkrankung im Körper hinweisen können.
Zu diesen charakteristischen biologischen Merkmalen zählen biochemische Stoffklassen,
wie Nukleinsäuren oder Proteine, aber auch komplexere Organfunktionen oder spezifische
Veränderungen ganzer biologischer Strukturen und Prozesse (Schmitz, 2008).
Dieser Bemühung Rechnung tragend sind inzwischen potentielle Biomarker-Tests er-
hältlich, die zur nicht-invasiven Detektion von Harnblasenkarzinomen beitragen sollen.
Eine Übersicht über derzeit kommerziell erhältliche diagnostische Testsysteme auf Urin-
Basis ist in Tabelle 1 dargestellt. Zu diesen zählen ELISA- (enzyme linked immunosor-
bent assay) basierte Tests wie BTA-Trakr oder NMP22r mit unzureichender Sensitivität
und Spezifität sowie FISH (fluorescence in situ hybridization) basierte Methoden wie der
Urovysionr Test. Letzterer kann mit adäquater Sensitivität und Spezifität aufwarten, ist
aber im Gegenzug mit einem gesteigerten Arbeits- und Kostenaufwand assoziiert (Proctor,
Stoeber undWilliams, 2010). Fortführend lassen sich in der Literatur weitere diagnostische
Entwicklungen finden, die bis dato aber keine Marktreife erlangen konnten, wie z.B. die
Multiplex-PCR (Poly Chain Reaction) basierte Analyse von Mikrosatelliten (Sensitivität
72-97%, Spezifität >80%), die Detektion des Telomerase-Enzyms (Sensitivität 70-100%,
Spezifität 60-96%), die Amplifikation des Lewis-X Antigens (Sensitivität 75%, Spezifi-
tät 85%), den PCR basierten Nachweis von Cytokeratin-20 (Sensitivität 85%, Spezifität
76%) oder den Real-Time PCR Nachweis des Survivins (Sensitivität 82%, Spezifität 90%)
(Tilborg, Bangma und Zwarthoff, 2009; Eissa et al., 2011; Chung et al., 2011). Darüber
hinaus gibt es insbesondere Bemühungen im Feld der Epigenetik, d.h. die Erforschung
von DNA-Methylierung spezieller Genloci zur Nutzung als Biomarker, welche in Kapitel
1.5.4 eingehend behandelt werden.
1.3 Das humane Mammakarzinom
1.3.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms
In Deutschland wurde für das Jahr 2008 die Inzidenz von bösartigen Brustkrebsneu-
erkrankungen mit über 70.000 Fällen beziffert (RKI, 2012). Dabei wird das Risiko für
Frauen einer malignen Erkrankung der Brustdrüse im Laufe ihres Lebens zu erleiden auf
ca. 1:10 geschätzt. Damit stellt Brustkrebs mit einem Anteil von 29.3% aller Krebsneu-
erkrankungen die häufigste Krebsform bei Frauen dar (vgl. Abb. 1). Nach statistischen
Schätzungen aus dem Jahr 2002 erkranken weltweit jährlich mehr als 1,2 Millionen Frauen
an Brustkrebs (Parkin et al., 2002). Während die Häufigkeit jährlicher Neuerkrankungen
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in den letzten Jahren kontinuierlich gestiegen ist, konnte eine Stagnation der Mortalitäts-
rate seit 1999 in Deutschland beobachtet werden (Abb. 4). Die steigende Inzidenz dieser
Entität kann auf verbesserte Vorsorgeprogramme zurückgeführt werden. In diesem Zu-
sammenhang wird insbesondere dem Mammographie-Screening, welches flächendeckend
und bundesweit für Frauen zwischen 50 und 64 Jahren etabliert wurde, ein großer Anteil
zugeschrieben (RKI, 2010).
Abbildung 4: Darstellung der Brustkrebs Neuerkrankungs- und Mortalitätsrate von 1999
bis 2008; verändert nach RKI, 2012.A) Alterstandartisierte Erkrankungs- und Ster-
berate in Deutschland von 1999 bis 2008. B) Absolute Zahl der Neuerkrankungs- und
Sterbefälle in Deutschland von 1999 bis 2008.
Das Risiko an einem Karzinom der Brustdrüse zu erkranken nimmt - wie beim Harn-
blasenkarzinom - zwar mit fortschreitendem Alter zu, doch wird in ca. 40% der Fälle,
Brustkrebs vor dem 60. Lebensjahr diagnostiziert. Das mittlere Erkrankungsalter von
64 Jahren liegt dementsprechend ca. fünf Jahre unter dem allgemein erhobenen Durch-
schnittswert anderer maligner Neubildungen (RKI, 2010). Darüber hinaus gehören zu den
Risikoparametern - neben einer genetischen Disposition, die in etwa 5-10% der Fälle als
Ursache gesehen wird - Faktoren des Lebensstil (z.B. Überernährung, Alkoholkonsum)
und der hormonelle Status. Die Epithelzellen der weiblichen Brustdrüsen unterliegen dau-
erhaften hormonellen Schwankungen. Folglich werden eine frühe Menarche, eine späte
erste Schwangerschaft oder ein später Beginn der Wechseljahre als Risikofaktoren be-
trachtet (RKI, 2010). Dementgegen wird derzeit die Einnahme oraler Kontrazeptiva als
potentieller Risikofaktor noch kontrovers diskutiert (Pathak, Osuch und He, 2000).
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1.3.2 Pathogenese und Klassifizierung des Mammakarzinoms
Das Gewebe einer gesunden Brust weist zwei charakteristische Strukturen auf: 1.) die
Brustdrüse (Glandula mammaria) und 2.) das Bindegewebe (Stroma) mit einem hohen
Fettgewebeanteil (Abb. 5). Erstere setzt sich aus 10-20 Einzeldrüsen (Lobi) zusammen,
die mit einem eigenen Ausführungsgang auf der Brustwarze (Papilla mammaria) mün-
den. Von dieser ausgehend verzweigt sich ein Gangsystems (Ducti lactiferi), an dessen
Ende rudimentäre Endstücke sitzen (nicht-laktierende Brustdrüse), die in Lobuli ange-
ordnet sind. Sowohl Gangverzweigungen als auch Endstücke sind als geschlossene Schicht
mit einem zweischichtigen Epithel ausgekleidet: Innen (luminal) liegen prismatische Zel-
len, außen (basal) Myoepithelzellen. Diese schließen an die Basalmembran an und bilden
die Barriere zum umliegenden Bindegewebe, das dem Drüsensystem Struktur verleiht
(Lüllmann-Rauch, 2003).
Abbildung 5: Schematische Darstellung der weiblichen Brustanatomie; verändert nach
Lüllmann-Rauch, 2003. A) Ansicht zweier terminal-duktolobulären Einheiten (TD-
LE). B) Querschnitt der weiblichen Brust.
Im Verlauf der Tumorgenese kommt es zur Auflösung der geordneten Gewebestruk-
turen der Brustdrüsen. Dem histologischen Ursprung nach werden Milchgangkarzinome
(duktale Karzinome) von Läppchenkarzinomen (lobuläre Karzinome) unterschieden, wel-
che die zwei häufigsten Formen des Mammakarzinoms bilden. So wird das invasiv-duktale
Karzinom (IDC) in 70-80% diagnostiziert, während die Häufigkeit des invasiv-lobulären
Karzinoms (ILC) nur 10-20% beträgt. Hinzukommend kann in seltenen Fällen (5-10%)
ein muzinöses, medulläres oder fibrozystisches Karzinom auftreten (Mallon et al., 2000).
Aufgrund des gesteigerten Proliferations- und Differenzierungspotentials der termina-
len duktolobulären Einheiten (TDLE), die mit einer statistisch erhöhten Mutationswahr-
scheinlichkeit einhergeht (Tavassoli, 1992), gelten diese Strukturen als Ausgangspunkt der
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meisten Mammakarzinome (Wellings, Jensen und Marcum, 1975). In Folge z.B. einer An-
häufung von genetischen Mutationen, die in Kapitel 1.4.1 detailliert dargelegt werden,
entstehen dabei zunächst prä-invasive hyperplastische Läsionen (Carcinoma in situ), die
definitionsgemäß die topologischen Grenzen des epithelialen Gewebes (Duktuli bzw. der
Lobuli) nicht überschreiten (Buerger et al., 2000). Das duktale Karzinom in situ (DCIS)
konnte eindeutig als Vorstufe des invasiven Mammakarzinoms identifiziert werden (Fonse-
ca et al., 1997). Dagegen ist die Rolle des lobulären Karzinom in situ (LCIS) als Vorstufe
umstritten (Buerger et al., 2000).
Abbildung 6: Schematisches Modell der neoplastischen Progression von humanen Brust-
tumoren; verändert nach Russo et al., 1998; entnommen aus Noetzel, 2010.
Dargestellt ist die Brust-Tumorgenese als multi-step-Modell mit definierten Zwischensta-
dien.
Diese frühen Hyperplasien sind oft schlecht diagnostizierbar und können sich zu mali-
gnen in situ Karzinomen entwickeln. Diese werden als Präkanzerosen von invasiven Karzi-
nomen eingestuft, die schließlich in malignen Läsionen münden, welche die Basalmembran
überwinden und einen direkten Kontakt zum umgebenden Stromagewebe herstellen. Die
einzelnen Formen und Stadien der Progression des tumorösen Brustdrüsengewebes sind
in Abbildung 6 aufgeführt und zeigen ein mehrstufiges Modell mit scheinbar linearer Pro-
gressionsreihe (Russo et al., 1998). Obschon die duktale Hyperplasie bzw. die atypische
duktale Hyperplasie die initialen Stufen des neoplastischen Wachstums darstellen, können
diese Vorstufen dennoch übersprungen werden (Russo et al., 1998). Dieses Modell spiegelt
somit auch eine besondere Problematik des Mammakarzinoms wider, welches insbesonde-
re in der frühen malignen Progression der Tumore besteht. Nach einer Schätzung haben
50% der Patientinnen bei der Behandlung des primären Tumors bereits klinisch noch nicht
nachweisbare Metastasen (Haag, Hanhart und Müller, 2008).
1.3.3 Prognose- und Prädiktionsparameter des Mammakarzinoms
Der Hauptgrund der immer noch hohen Mortalitätsrate des Mammakarzinoms ist im
Wesentlichen auf die Schädigung entfernt liegender Organe wie Leber oder Gehirn in
Folge einer frühen Metastasierung der primären Läsion zurückzuführen (Weigelt, Peterse
und Veer, 2005; Hüsemann et al., 2008). Demzufolge ist es von großer Bedeutung die
Aggressivität eines Mammakarzinoms einordnen und den individuellen zu erwartenden
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Krankheitsverlauf von Brustkrebspatientinnen entsprechend differenziert beschreiben zu
können. Derzeit leiten sich die wichtigsten prognostischen Kriterien basierend auf dem de-
finierten TNM-Status des UICC (vgl. Kapitel 1.2.2) aus histologisch gesicherten Befunden
ab. Zu diesen morphologischen prognostischen Parametern gehören der regionäre Lymph-
knotenbefall, die Fernmetastasierung, die Tumorgraduierung und die Größe des Primärtu-
mors (Elston und Ellis, 1993). Eine besondere prognostische Rolle beim Mammakarzinom
nimmt der Hormonrezeptorstatus ein, d.h. die mögliche tumorspezifische Expression des
Östrogen- und Progesteronrezeptors, da diese auch therapierelevant (prädiktiv) sein kann
(Locker, 1998).
Bis dato ist der axilläre Lymphknotenstatus beim Mammakarzinom der stärkste Pro-
gnosefaktor sowohl für das rezidivfreie Überleben als auch das Gesamtüberleben der Pa-
tientin (Zugmaier, Knabbe und Aigner, 2003). Demnach korreliert die Überlebenszeit
negativ mit der Anzahl befallener Lymphknoten. Während die 5-Jahres-Überlebenszeit
bei Patientinnen mit Brusttumoren ohne Lymphknotenbefall (nodal-negativ; pN0 Status)
bei 70-80% liegt, sinkt diese bei Mammakarzinomen mit mehr als zehn Lymphknotenme-
tastasen auf 20-30% (Mittra, 2002). Dennoch unterscheiden sich diese Tumore biologisch
nicht per se von nodal-positiven Brusttumoren und sind entsprechend mit einem unter-
schiedlich klinischen Verlauf assoziiert. Der pN0 Status ist kein prädiktiver Faktor und
erfordert im Gegenzug eine entsprechende Risikoeinteilung. Zwar befinden sich neben dem
etablierten “uPA / PAI-1” Biomarker-Test, der als Entscheidungshilfe für die Behandlung
dieser Erkrankungsgruppe herangezogen werden kann, weitere meist Array bzw. Real-
Time PCR-basierte Multigen-Assays in der Entwicklungsphase (wie z.B. MammaPrint
(Mook et al., 2007), Oncotype Dx (Dowsett et al., 2010), PAM50 (Nielsen et al., 2010)
oder EndoPredict (Denkert et al., 2012)), doch ist eine zuverlässige, adäquate Zuordnung
in der klinischen Anwendung noch nicht gewährleistet (Hartmann et al., 2009), zumal die
Problematik verschiedener demographischer Populationen nach den Kriterien der EGAPP
(Evaluation of Genomic Applications in Practice and Prevention Working Group) bislang
nicht hinreichend berücksichtigt wurden (Teutsch et al., 2009). Folglich werden heutzutage
standesgemäß immer noch rund 70% der pN0 Patientinnen einer Chemotherapie unter-
zogen, obwohl lediglich 20-30% von dieser profitieren würden (Harbeck und Thomssen,
2010).
1.4 Allgemeine Tumorgenese
Krebs ist eine sehr komplexe Erkrankung. Die Entwicklung von Tumoren ist dabei ein
mehrstufiger Prozess von graduell verlaufenden Schritten, bestehend aus Initiation, Pro-
motion und Progression (Weinberg, 1989). Solide Tumore sind in der Regel klonalen Ur-
sprungs, d.h. sie entstehen aus einer einzelnen Zelle (Wagener und Müller, 2010). Das
Konzept der klonalen Evolution geht auf Nowell zurück (Nowell, 1976) und leitet sich aus
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den Grundprinzipien der klassischen Evolutionstheorie von Charles Darwin ab: Zufällige
Mutation, gerichtete Selektion und vorübergehende räumliche Trennung (Wagener und
Müller, 2010). Danach erfährt eine Zelle durch ein initiales Ereignis einen Wachstums-
vorteil, der unter limitierenden Bedingungen (wie z.B. Sauerstoff oder Nährstoffmangel)
zur Selektion führt (Merlo et al., 2006). Angewandt auf die Tumorgenese wird die darwi-
nistische “räumlich Trennung” durch ein verändertes Kommunikationssystem, welches ein
Ausgrenzen aus dem Gewebeverband ermöglicht, oder durch die Isolierung gegenüber dem
Zugriff des Immunsystems erklärt. Nach prä-maligner klonaler Selektion mündet dieser
Prozess schließlich in der progressiven Zunahme der Tumorzellzahl (klonale Expansion)
(Wagener und Müller, 2010). Dieser Tumorgenese-Prozess kann Jahrzehnte in Anspruch
nehmen und bedeutet im Umkehrschluss eine sehr frühe Veränderung der Ausgangszelle
die zu einem Ungleichgewicht von Zellteilung, Apoptose und Differenzierung führt. Die
tumorinitiierende Ursprungszelle wird auch als Tumorstammzelle definiert (Wagener und
Müller, 2010). Kontrovers diskutiert werden in diesem Zusammenhang zwei Hypothesen
der Tumorentstehung:
A) Stochastische Hypothese: Proliferations- und Differenzierungspro-
zesse einer Zellpopulation unterliegen dem Zufallsprinzip. Jede Tumor-
zelle hat ein geringes aber gleich-hohes Potential sich wie eine Stammzelle
zu verhalten.
B) Stammzellhypothese: In einer Tumorzellpopulation existieren un-
terschiedliche Klassen von Tumorzellen, die sich im Potenzial von Selbst-
erneuerung, Proliferation und Differenzierung unterscheiden.
Ausgehend von der Annahme, dass es sich bei der Tumorstammzelle um eine Gewebs-
stammzelle (d.h. einer pluripotenten Zelle) handelt, was durch entsprechende Befunde
in unterschiedlichen Tumorentitäten untermauert wird, ergibt sich ein modifiziertes Mo-
dell der klonalen Evolution. Danach wird zunächst die somatische Stammzelle, anschlie-
ßend die daraus resultierende Tumorstammzelle von Ereignissen getroffen, die jeweils das
Gleichgewicht in der gesamten Zellpopulation zwischen Wachstum, Differenzierung und
Zelltod verschiebt (Wagener und Müller, 2010). Nach einem Modell von Hanahan und
Weinberg aus dem Jahr 2000 erlangen die Zellen während dieser Zeit der Tumorent-
wicklung bis zu sechs charakteristische Eigenschaften (engl. hallmarks), welche für das
Überleben, Wachstum und die Verbreitung der Tumorzelle notwendig sind (Hanahan und
Weinberg, 2000):
1. Tumorzellen erlangen eine von exogenen Wachstumsfaktoren unabhängige zelluläre
Proliferation (Slamon, 1987).
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2. Durch Veränderungen in Genen der Zellzykluskontrolle entziehen sie sich wachs-
tumsinhibierenden Signalen (Weinberg, 1995).
3. Ausbildung einer Apoptoseresistenz durch Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen
(z.B. TP53 ) (Symonds et al., 1994).
4. Tumorzellen erlangen eine unlimitierte Replikationsfähigkeit mit der Folge einer
Immortalisierung der Zelle (z.B. durch Unterbinden des altersbedingten Abbaus der
Telomere) (Bryan und Cech, 1999).
5. Aktivierung der Neoangiogenese, zwecks ausreichender Nährstoff- und Sauerstoff-
versorgung des Tumorgewebes (Hanahan und Folkman, 1996).
6. Expression von Gewebe abbauenden Proteasen, die Tumorzellen zur Gewebeinvasion
und Metastasierung befähigt (Coussens und Werb, 1996).
Inzwischen wurden diese Charakteristika von Hanahan und Weinberg um zwei weitere
Hallmarks ergänzt, die als Patho-Mechanismus in nahezu allen Tumorentitäten eine Rolle
spielen (Hanahan und Weinberg, 2011):
1. Tumorzellen modifizieren und reprogrammieren den zellulären, energetischen Meta-
bolismus zur Förderung der Proliferation.
2. Tumorzellen entgehen der immunologischen Destruktion durch z.B. B- und T-Lym-
phozyten.
1.4.1 Molekulargenetische Grundlagen der Tumorgenese
Der phänotypische Wandel (Transformation) während der Tumorgenese somatischer Zel-
len beruht auf molekularen Mechanismen und ist das Ergebnis eines komplexen, mehr-
stufigen Prozesses (engl. multi-hit-process) (Wagener und Müller, 2010), der zu einem
großen Teil auf Veränderungen im Genom der Tumorzelle zurückzuführen ist. Die Ak-
kumulation genetischer Mutationen (Punktmutationen) aber auch genomischer Aberra-
tionen, wie die chromosomale Deletion und Translokation, bedingen eine Veränderung
der genetischen Information (Bishop, 1987). Für die Entstehung und Progression von
Tumoren sind insbesondere solche genetischen Veränderungen kritisch, die zur Gruppe
der Driver -Mutationen zählen. Diese Mutationen betreffen - im Gegensatz zu sogenann-
ten “mitgeschleppten” Mutationen (engl. passenenger mutation) - Tumorgene, d.h. Gene,
die ursächlich an der Entstehung der malignen Erkrankung beteiligt sind und in zwei
antagonistische Hauptgruppen unterschieden werden: Onkogene und Tumorsuppressorge-
ne (Wagener und Müller, 2010). Die wichtigsten Eigenschaften beider Tumorgengruppen
sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2: Eigenschaften von Proto-Onkogenen und Tumorsuppressorgenen; verändert nach Wagener
und Müller, 2010
Tumorgene
Proto-Onkogen Tumorsuppressorgen
Chromosomale Veränderung Amplifikation, Rearrange-
ment
Deletion, Rearrangement
Punktmutation Häufig an ausgewählten
Positionen (hot spots)
an vielen verschiedenen
Positionen
Herkunft der Mutation somatisch, selten Keim-
bahn
Keimbahn, somatisch
betroffene Allele monoallelisch meist biallelisch
Methylierung des Promotors Hypomethylierung (sel-
ten)
Hypermethylierung (häu-
fig)
Wirkung des mutierten Gens auf
den Phänotyp
dominant dominant-negativ oder re-
zessiv
Wirkung des mutierten Gens induziert/beschleunigt
Tumorbildung
induziert/beschleunigt
Tumorbildung
Wirkung der Mutation auf Gen-
produkt
Gain-of-function (GOF) Loss-of-function (LOF)
Aktivität des Proteins verstärkt vermindert
1.4.1.1 Onkogene
Tumorgene, die durch Mutationen oder chromosomale Veränderungen aktiviert werden
und damit den malignen Phänotyp aktiv fördern können, werden als Onkogene, die ent-
sprechenden zellulären Gene dagegen als Proto-Onkogene, bezeichnet (Wagener und Mül-
ler, 2010). Die Wirkung dieser ist auf zellulärer Ebene dominant. Dies bedeutet, dass
bereits ein mutiertes Allel zur Ausprägung des Merkmals ausreicht. Die Mechanismen der
Dysregulation der Proto-Onkogene sind vielfältig. So führen gezielte Punktmutationen
(z.B. Missense-Mutationen) zum Aminosäureaustausch in Proto-Onkogenen und haben
oftmals Einfluss auf die Aktivität von Tyrosinkinasen eines zentralen Signalwegs (Wage-
ner und Müller, 2010). Ein Beispiel sind Mutationen in RAS -Genen, welche für kleine
GTPasen kodieren und über die Aktivität der Ras/mitogen-aktivierenden Protein Kinase
(MAPK) das Expressionsmuster einer Zelle steuern können (Blum et al., 2005). Gleich-
bedeutend können chromosomale Translokationen zu Hybridgenen bzw. Fusionsproteinen
beitragen, die beispielsweise wie im Fall des TMPRSS2:ERG Fusionsproteins im Prosta-
takrebs als Transkriptionsfaktor selbst die Expression von Zielgenen aktiv beeinflussen
können (Tomlins et al., 2008). Häufig finden sich in Tumoren auch Gen-Rearrangements
die zur verstärkten Amplifikation des Proto-Onkogens führen und das Gleichgewicht z.B.
der Zellzykluskontrolle zugunsten einer gesteigerten Proliferation verschieben. Ein Beispiel
ist das 1986 erstmals im Brustkrebs beschriebene MYC Gen (Escot et al., 1986), dessen
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Genamplifikation (Loci 8q23-24) in 16% aller Mammakarzinome nachgewiesen wurde (De-
ming et al., 2000) und aufgrund seiner Regulationsfunktionen für elementare Prozesse wie
Zellproliferation, Apoptose sowie Differenzierung der Brustdrüsenentwicklung eine bedeu-
tende onkogene Wirkung auf die Brustzellen hat (Stoelzle et al., 2009).
Die Identifizierung und insbesondere die molekulare Charakterisierung solcher Proto-
Onkogene ist für das Verständnis, aber auch für die Entwicklung von Diagnostik und
Therapie humaner Karzinome von großer Bedeutung. So zeigt sich beispielsweise beim
Harnblasenkarzinom eine enge Assoziation zwischen der konstitutiven Aktivierung des
Onkogens Fibroblast Growth Factor-Receptor 3 (FGFR3 ) und der Entwicklung speziell
von papillären pTa Tumortypen, und verweist auf eine möglicherweise diagnostisch wert-
volle Information (Knowles, 2006). Therapeutisch zeigt sich die Bedeutung am Beispiel
des für die Tyrosinkinase (HER2/NEU) kodierenden Proto-Onkogens ERBB2, das in 30%
aller Brusttumore amplifiziert vorliegt und sich für die Patientinnen durch einen aggres-
siven Krankheitsverlauf mit schlechter Prognose auszeichnet (vgl. Kapitel 1.3.3).
1.4.1.2 Tumorsuppressorgene
Während Onkogene durch Mutationen aktiviert werden, müssen Tumorsuppressorgene
funktionell inaktiviert werden. Die Manifestation einer Mutation in einem Locus eines
Allels reicht hierfür jedoch nicht aus. Voraussetzung für den vollständigen Verlust eines
Tumorsuppressorgens ist nach der Theorie des “zweiten Ereignisses” (Two-Hit-Modell)
von Knudson aus dem Jahr 1971 eine Mutation auf demselben Genlocus beider Alle-
le, die funktionell und zeitlich unabhängig voneinander erfolgen kann (Knudson, 1971).
Grundlage der Theorie waren statistische Stammbaumanalysen zur Wahrscheinlichkeit
des Auftretens von Retinoblastomen. Demnach kann das erste Ereignis bereits als gene-
tische Disposition in Form einer vererbten oder Keimbahn-Mutation vorliegen (Wagener
und Müller, 2010). Die Inaktivierung des zweiten Allels resultiert aufgrund eines spo-
radischen Ereignisses schließlich in einem Verlust der Heterozygotie durch Deletion des
Chromosoms oder eines Chromosomenabschnitts (engl. Loss of heterozygosity, LOH). Die
Theorie wurde in den 80er Jahren auf molekularer Ebene durch die Identifizierung des
verantwortlichen Gens Retinoblastom RB1 bestätigt (Friend et al., 1987). Noch vor der
Entdeckung dieses ersten klassischen Tumorsuppressorgens prägte jedoch Ruth Sager 1985
erstmals mit Hilfe funktioneller Experimente den Begriff “Tumorsuppressor”. Diese Ver-
suche zeigten einen nicht-tumorösen Hybrid nach Fusion einer normalen Zelle mit einer
Tumorzelle und verwiesen auf genetische Informationen der normalen Zelle, die den ma-
lignen Phänotyp supprimieren konnten (Sager, 1985). Der Verlust eines Tumorsuppres-
sors manifestiert sich vermehrt in frühen Stadien der Tumorgenese. Dies ist besonders
der Tatsache geschuldet, dass Tumorsuppressorgene funktionell in Mechanismen der Zell-
zykluskontrolle, Zellteilung und Differenzierung involviert sind und ihre Inaktivierung zur
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autonomen und unkontrollierten Proliferation der körpereigenen Zelle beiträgt (Bishop,
1987). So ist in über 50% der Urothelkarzinome ein Verlust des q- und / oder p-Arms
von Chromosom 9 zu verzeichnen. Auf diesem kodieren Gene u.a. für p16 und p14ARF,
welche regulatorische Funktionen bei der Proliferation der Zelle besitzen (Knowles, 2006).
Inzwischen sind eine Vielzahl von Tumorsuppressorgene beschrieben worden. Prominenter
Vertreter in nahezu allen Tumorentitäten ist das Tumorsuppressor- und Zellzyklusregula-
torgen TP53, das z.B. bereits beim CIS der Harnblase, (Rosin et al., 1995) oder auch in
50% aller Mammakarzinome mutiert vorliegt (Valgardsdottir et al., 1997). Ein weiteres
prominentes Beispiel im Brustkrebs sind die Tumorsuppressorgene BRCA1 (breast cancer
1, early onset) und BRCA2 (breast cancer 2, early onset), deren Mutationen auf ge-
netische Keimbahnveränderungen zurückzuführen und folglich heditären Ursprungs sind
(Wooster et al., 1994; Miki et al., 1994; Blackwood und Weber, 1998). Eine Dispositi-
on für diese beiden Tumorsuppressorgene erhöht das Brustkrebsrisiko um ein Vielfaches
(Ford und Easton, 1995; King, Marks und Mandell, 2003). Grund hierfür ist ihre ange-
nommene Funktion bei DNA-Reparaturprozessen: Im Falle einer Störung der Replikati-
onsgabel rekrutiert ein Komplex bestehend aus BRCA1/BARD1 wichtige Faktoren der
homologen Rekombination (Nagaraju und Scully, 2007). Mutationen in Genen des Re-
plikationsapparats und des DNA-Reparatursystems sind demnach besonders kritisch für
die Entwicklung von Neoplasien, da diese die Ausbildung eines Mutatorphänotyps, z.B.
durch ein dereguliertes DNA-Reparatursystem induzieren können (Seyffert, 1998). Diese
Untergruppe der Tumorsuppressorgene werden auch als Mutatorgene bezeichnet, da die
Inaktivierung dieser eine genetische Instabilität mit der Konsequenz einer erhöhten Muta-
tionswahrscheinlichkeit innerhalb des gesamten Genoms beeinflusst (Cahill et al., 1999).
Charakteristisches Merkmal für die Existenz eines Mutatorphänotyps ist die Häufung
repititiver Sequenzen, wie z.B. Mikrosatelliten DNA-Sequenzen (Wagener und Müller,
2010). Dies begünstigt in einer frühen Entwicklung die fortschreitende Transformation
der Zelle, da diese weitere jene von Hanahan und Weinberg definierte Wachstumsvortei-
le erlangt, die eine Progression des Tumors zur Malignität vorantreiben (Balmain, Gray
und Ponder, 2003). Folglich akkumulieren im Zuge der Tumorgenese genetische, sporadi-
sche Veränderungen wie Deletionen, Inversionen, Translokationen sowie Punktmutationen
und tragen dadurch zusätzlich zur Aktivierung von Proto-Onkogenen bei (Knowles, 2006;
Kaufman, Shipley und Feldman, 2009). Hanahan und Weinberg definieren die genomische
Instabilität als Enabling Characteristics, erweitern diese aber überdies durch den Bereich
der tumorassoziierten Inflammation von Zellen der angeborenen Immunantwort (Hanahan
und Weinberg, 2011).
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1.5 Epigenetik
1.5.1 Grundlagen der Epigenetik
Der Begriff “Epigenetik” umfasst definitionsgemäß alle mitotischen und meiotischen here-
ditären Differenzen, die auf Basis der Genexpression existieren, und im Gegensatz zu
klassischen Mutationen nicht auf Veränderungen in der primären DNA-Sequenz fußen
(Holliday, 1987). Die epigenetischen meist reversiblen Mechanismen sind vielseitig, kom-
plex und haben eine Funktion in einer Vielzahl substanzieller zellulärer Prozesse: Invol-
viert sind diese z.B. in der Regulation der Embryonalentwicklung (Ehrlich, 2003), dem
genomischen Imprinting (Feil und Khosla, 1999), der Chromosomen-Stabilität (Wagener
und Müller, 2010), der X-Chromosom-Inaktivierung (Chow und Brown, 2003) oder der
Immunabwehr (Goldberg, Urnovitz und Stricker, 2000).
Abbildung 7: Darstellung des Zusammenspiels von Nukleosom-Remodellierung, Histon-
Modifikation und DNA-Methylierung; verändert nach Jones und Baylin, 2007.
Beim Anschalten von Genen werden die notwendigen Modifikationen von Enzymen des
jeweiligen epigenetischen Mechanismus vermittelt: DNA-Methyltransferasen (DNMTs),
Histon-Deacetylasen (HDACs) und Nukleosom-Remodellierungsfaktoren (NURFs). Die
Interaktionen dieser Prozesse führt zur vererbbaren Inaktivierung der Genexpression.
Zu den zentralen regulatorischen Mechanismen in einer eukaryotischen Zelle zählen die
Methylierung von genomischer DNA sowie die Modifikation von Histonproteinen bzw. die
daraus resultierende Organisation der Chromatinstruktur (Jones und Baylin, 2002; Bird,
2002; Herman und Baylin, 2003; Egger et al., 2004). Diese interagieren in einem Modell
nach Jones und Baylin synergistisch miteinander und bedingen regulativ maßgeblich die
Transkriptionsaktivität von Genen, dessen spezielles Genexpressionsmuster über Genera-
tionen stabil vererbt wird (Jones und Baylin, 2007; Abb. 7). Inzwischen wird als dritter
epigenetischer Mechanismus die posttranskriptionellen Regulation der mRNA-Stabilität
(messenger RNA) vermittelt durch RNA-Interferenz (nicht-kodierende RNAs z.B. miR-
NAs; micro RNAs) beschrieben (Kulis und Esteller, 2010; Veeck und Esteller, 2010), die
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in dem Zusammenspiel von Histon-Modifikation und DNA-Methylierung ebenfalls einen
Platz findet (Egger et al., 2004). Der gesamte epigenetische Status einer Zelle wird als
“Epigenom” bezeichnet (Esteller, 2008).
1.5.2 DNA-Methylierung
Die häufigste epigenetische Modifikation in humanen Zellen ist die Methylierung von
Cytosin-Resten in einer palindromischen Nukleotidabfolge des Dinukleotids C(p)G (Dela-
val und Feil, 2004; Bonfils et al., 2000). Das Methylierungsmuster wird früh in der embryo-
nalen Entwicklung festgelegt (Knippers, 1998) und ist sowohl spezies- als auch gewebs-
spezifisch (Esteller und Herman, 2002). Die Übertragung einer Methylgruppe (CH3) auf
das fünfte Kohlenstoffatom eines Cytosins (5mC) wird dabei von spezifischen Enzymen,
den DNA-Methyltransferasen (DNMTs), in einem postreplikativen Schritt katalysiert.
Von Bedeutung für diese Reaktion ist der Kofaktor S-Adenosylmethionin (SAM), der
als Methylgruppen-Donor fungiert.
Das heriditäre Muster wird von der DNA-Methyltransferase 1 (DNMT1) aufrechter-
halten und mithin als Erhaltungsmethyltransferase definiert (Alberts et al., 2004). Das
Enzym ist eng mit Proteinen der Replikationsgabel assoziiert und besitzt eine hohe Affi-
nität zu hemi-methylierter DNA der Parentalstränge. Das Methylierungsmuster der Pa-
rentalstränge wird während der S-Phase auf die neu synthetisierten Tochterstränge über-
tragen. DNMT1 besitzt überdies eine funktionelle Aktivität als Teil des DNA-Mismatch-
Reparatursystems und beeinflusst die Erhaltung der korrekten Organisation von großen
heterochromatischen Regionen (Bestor, 2000; Herman, 2004). Dementgegen erfüllt die
Methyltransferase DNMT2, aufgrund der geringen Proteingröße, Aufgaben bei der DNA-
Rekombination und Mutationsreparatur (Okano, Xie und Li, 1998; Pradhan und Este-
ve, 2003). Die dritte Gruppe charakterisierter DNA-Methyltransferasen, DNMT3a und
DNMT3b, zeichnet sich durch eine gleichgewichtige Affinität sowohl zu hemi - als auch
unmethylierter DNA aus. In Knockout-Maus Studien erwies sich ein Fehlen dieser DNMTs
als letal, so dass ihnen eine mögliche Funktion als de novo DNMTs zugeschrieben wird
(Okano et al., 1999).
Die Anzahl methylierter Cytosinreste in eukaryotischen Genomen variiert erheblich.
Während im Genom von Drosophila melanogaster nur 0,05-0,1% der Cytosinreste methy-
liert vorliegen, wird der Anteil von 5mC im Genom der Tomate auf 25% geschätzt (Gowher,
Leismann und Jeltsch, 2000, Messeguer et al., 1991). Im menschlichen Genom hingegen
sind 3-4% aller Cytosine methyliert (Esteller und Herman, 2002). Hinzukommend ist die
Verteilung der CpG-Dinukleotide innerhalb des Genoms nicht gleichmäßig (Esteller und
Herman, 2002). Die Dinukleotide bilden oftmals “Cluster” und sind als solche vermehrt
in der untranslatierten Regionen (5’ UTR) unmittelbar vor dem Transkriptionsstart vor
Genen im Promotorbereich zu finden (Bird, 1986). Zugleich sind die Dinukleotide im
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menschlichen Genom etwa nur ein Viertel mal so häufig vertreten, wie nach statistischer
Häufigkeitsverteilung der Basenpaarungen zu erwarten wäre. Dieser Sachverhalt ist auf
die häufig und spontan auftretende hydrolytische Desaminierung von 5mC zurückzufüh-
ren, eine Basenmodifikation, die von dem DNA-Reparatursystem (DNA-Glykosylasen)
nicht erkannt werden kann. Die Folge der Modifikation ist eine Transition von C nach
T, deren Sequenz-Änderung im Zuge weiterer Replikationsrunden im Genom fixiert wird
(Rideout et al., 1990, Knippers, 1998). Ausgespart von diesen “Mutation-Hot-Spots” sind
Genloci, die regulativ fundamentale zelluläre Prozesse steuern (Clark und Melki, 2002).
Diese kodieren meist für Haushaltsgene, deren Transkriptionsaktivität stetig, d.h. kon-
stitutiv gewährleistet sein muss (Knippers, 1998). So sind die Cytosine in Promotorbe-
reichen sowie im ersten Exon von der CpG-Depletion verschont und bilden als dichte
CpG-Gruppen im sonst CpG-armen Genom sogenannte CpG-Inseln. Diese bestehen per
Definition nach Takai und Jones aus kurzen DNA-Abschnitten von 500bp bis 2kb, deren
Quotient aus beobachteten CpGs und zu erwarteten CpGs, in Folge eines überdurch-
schnittlichen Anteils an CpG-Dinukleotiden, mindestens 0,65 beträgt (Takai und Jones,
2002). Insgesamt sind etwa die Hälfte der ca. 45.000 CpG-Inseln im humanen Genom
in Promotorregionen zu finden, mit teils regulationsrelevantem Potential, insbesondere
in Promotorbereichen von entwicklungs- oder gewebespezifischen Genen (Antequera und
Bird, 1993). Die Methylierung dieser CpG-Inseln hat entsprechend zur Folge, dass die
Transkription des nachfolgenden Gens zum Erliegen kommt. Basis der methylierungs-
gesteuerten Gentranskription ist eine zunächst durch die Methylierung hervorgerufenen
Blockierung der DNA-Anbindung von Transkriptionsfaktoren und verursacht eine teils
graduelle Hemmung der Transkription. Hier werden methylierungsabhängige (z.B. E2F1,
NFκB, ERS-2, CREB, c-Myc/Myn und AP-2) (Bergman und Mostoslavsky, 1998) bzw.
methylierungsunabhängige Transkriptionsfaktoren unterschieden. Die Eigenschaften der
DNA-Bindung letzterer wird nur marginal vom 5mC beeinflusst und umfasst Faktoren wie
z.B. YY1, CTF und Sp1 (Mostoslavsky und Bergman, 1997).
Molekulare Ursache der stark repressiven Wirkung auf die Transkription ist in erster
Linie auf Repressorproteine zurückzuführen, die mittels konservierter 5mCpG-Bindungs-
domäne affin an methylierte DNA-Bereiche binden. Zur Gruppe der Repressormoleküle ge-
hören MeCP1 und MeCP2 sowie die Methyl-Cytosin-Bindungsproteine MBD1 bis 3. Die-
se bilden durch die unmittelbare Interaktion mit Chromatin-Remodellierungs-Komplexen
(wie z.B. Histondeacetylasen (HDACs)) eine Schnittstelle zur epigenetischen Instanz der
Chromatinstruktur. Diese Wechselwirkung fördert synergistisch die Verdichtung des Chro-
matins zu kompakten Nukleosomen mit der unmittelbaren inhibitorischen Wirkung auf
die Transkription umliegender Gene. Zudem bedingt z.B. eine Histon 3, Lysin 9 (H3K9)-
Methylierung, vermittelt durch die Histon-Methyltransferase (HTM), eine Rekrutierung
von DNMTs, die im Folgenden CpG-Dinukleotide in der umliegenden DNA-Region me-
thylieren und die Gentranskription effektiv unterbinden (Jones und Baylin, 2002).
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1.5.3 Die Rolle der DNA-Methylierung in der Tumorentwicklung
In der letzten Dekade zeichnete sich ein Paradigmenwechsel in der onkologischen For-
schung ab. Es zeigte sich, dass “Krebs” eine Erkrankung darstellt, die in gleichen Maßen
sowohl auf genetische wie auf epigenetische Veränderungen zurückzuführen ist (Esteller,
2008). Das Gleichgewicht aus DNA-Methylierung und Chromatin-Remodellierung, das
in einer normalen Zelle die Organisation eines kontrollierten Genexpressionsmusters auf-
rechterhält (vgl. Abb. 7) ist in Krebszellen empfindlich gestört. Dabei erkannten bereits
im Jahr 1983 Feinberg und Vogelstein, dass humane Tumorzellen neben genetischen Aber-
rationen ein von gesunden Zellen unterschiedliches DNA-Methylierungsmuster aufwiesen
(Feinberg und Vogelstein, 1983). So unterliegt das Genom transformierter Zellen einer glo-
balen Hypomethylierung, d.h. der Anteil an genomischem 5mC nimmt stark ab. Maligne
Zellen sind demnach durch einen 20-60% geringeren 5mC-Gehalt gekennzeichnet. Diese
Hypomethylierung betrifft im besonderen Maße Intron-Regionen und repetitive DNA-
Sequenzen (Feinberg et al., 1988), konnte jedoch auch mit Proto-Onkogensequenzen - wie
am Beispiel von KRAS in Lungen- und Kolonkarzinomen - assoziiert werden (Feinberg
und Vogelstein, 1983). Der Verlust des genomischen DNA-Methylierungsmusters trans-
formierter Zellen führt zu einer chromosomalen Instabilität, die sich im Wesentlichen an
strukturell instabilen Elementen wie dem Zentromer bemerkbar macht und z.B. zur An-
euploidie beitragen kann (Gaudet et al., 2003). Demzufolge zeigen sich epigenetische Ver-
änderungen als Initiatoren (engl. driver) der genetischen Mutation (Toyota und Suzuki,
2010).
Obschon die Hypomethylierung einen großen Teil epigenetischer Veränderungen in
der Tumorentwicklung ausmacht, rückt insbesondere die aberrante regionale Hyperme-
thylierung von CpG-Dinukleotiden in Promotorregionen verstärkt in den Fokus des For-
schungsinteresses (Esteller und Herman, 2002). Im Sinne der These des Two-Hit-Modells
von Knudson (Knudson, 1971), in denen nur noch eine funktionelle Kopie eines Allels exis-
tiert, zeigt sich die DNA-Hypermethylierung als mögliches zweites Ereignis, das mit einer
transkriptionellen Geninaktivierung einhergeht. Betrifft diese Veränderung Promotorbe-
reiche von Tumorgenen, insbesondere Tumorsuppressorgenen, forciert diese synergistisch
mit chromosomalen Deletionen sowie Mutationen die Entwicklung und Progression zahl-
reicher Tumorentitäten (Esteller und Herman, 2002; Herman und Baylin, 2003). Das erste
Tumorsuppressorgen, dessen Verlust mit einer aberranten DNA-Methylierung assoziiert
wurde, war das Retinoblastom-Gen (Rb) (Greger et al., 1989). Inzwischen sind eine Viel-
zahl aberrant methylierter Gene in humanen Tumoren gefunden worden (zusammengefasst
in: Jones und Baylin, 2002; Herman und Baylin, 2003). Nach einer aktuellen Recherche
mittels der Methylierungsdatenbank PUBMETH (www.pubmeth.org) sind derzeit für das
Mammakarzinom mehr als 200 hypermethylierte Gene bekannt, wohingegen z.B. für das
Harnblasenkarzinom aktuell nur 127 hypermethylierte Gene beschrieben werden. Insge-
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samt wird die Gesamtzahl tumorspezifisch methylierter Gene je nach Tumorentität und
Entwicklungsstadium der Tumore auf bis zu 400 geschätzt (Esteller, 2007).
Ziel der epigenetischen Inaktivierung sind Tumorgene, die in fundamentale zelluläre
Prozesse aller Art involviert sind und entsprechend Einfluss auf die Zellzyklus-Kontrolle,
Zell-Zell-Interaktionen, Apoptose, DNA-Reparatur, Angiogenese oder Zell-Adhäsion ha-
ben können (Esteller, 2007). Die Hypermethylierung von Tumorsuppressorgenen in frühen
Stadien der Tumorentstehung, den prä-malignen Läsionen, betrifft hierbei insbesondere
Genloci, die generell in humanen Malignomen methyliert vorliegen. Beispiel hierfür ist
die frühe Methylierung des Promotorbereichs des CDKN2 (p16INK4a) Gens, das für ein
substanzielles Zellzyklus-Kontrollprotein kodiert (Jones und Baylin, 2002). Überdies wei-
sen aber tumorcharakteristische Methylierungsprofile auf ein spezifisches Spektrum hy-
permethylierter Gene in malignen Zellen für das Ursprungsgewebe hin (Esteller et al.,
2001). Interessanterweise förderte z.B. die Erstellung von “Methylierungslandkarten” mit-
tels neuer genomweiter Techniken für humane Urothelkarzinome zutage, dass die beiden
molekularen Subtypen (papilläre und invasive Wachstumsformen) epigenetisch voneinan-
der stark differieren. Während das invasive Karzinom vor allem verstärkt hypermethy-
lierte Genombereiche aufwies, war das Genom papillärer Tumore durch eine vermehrte
Hypomethylierug gekennzeichnet (Wolff et al., 2010).
1.5.4 Klinische Relevanz der DNA-Methylierung für die Früherkennung von
humanen Tumoren
Die DNA-Methylierung spezifischer Genloci besitzt ein evidentes Biomarker-Potential,
insbesondere für die klinische Anwendung zur Früherkennung von Karzinomen. Dies liegt
insbesondere darin begründet, dass die Veränderung des DNA-Methylierungsmusters ein
frühes Ereignis in der Tumorgenese darstellt, das an die Tochterzellen vererbt wird (Yano
et al., 2004). Zudem bietet die Methylierung den technischen Vorteil eines gain-of-signal
(Zugewinn an Signal): Im Normalgewebe liegt der entsprechende DNA-Bereich unmethy-
liert vor, welcher erst im Laufe der Tumorgenese eine 5mC Veränderung erfährt (Phé,
Cussenot und Rouprêt, 2009). Damit eignen sich insbesondere Tumorsuppressorgene als
diagnostische Marker für eine Krebsfrüherkennung, bedingen deren Methylierung doch
eine hohe klinische Sensitivität und Spezifität. Die 5mC Modifikation kann mittels mo-
lekularbiologischer Techniken amplifiziert und folglich auch noch in kleinsten Mengen
nachgewiesen werden (Kagan et al., 2007). Diesem Verfahren kommt dabei die Stabi-
lität der DNA zugute. Diese ermöglicht - im Vergleich zu RNA und Protein basierten
Ansätzen - auch kleinste Mengen der zu analysierenden Aberration zuverlässig in archi-
viertem Probenmaterial wie z.B. aus Formalin fixierten, Paraffin-eingebetteten Geweben
(FFPE) sowie Körperflüssigkeiten zu detektieren (Kagan et al., 2007). Die Wahl des an-
sprechenden Patientenmaterials hat, neben der Methodenwahl, einen erheblichen Einfluss
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auf die technische Sensitivität eines DNA-Methylierungbiomarkers. Während der Nach-
weis mittels Serum aufgrund des Verdünnungsfaktors sowie der räumlichen Distanz von
z.B. Mammakarzinomen in der Regel schwierig ist (Hoque et al., 2006; Kagan et al., 2007),
sind die Ansätze zur Früherkennung von Urothelkarzinomen anhand von Urinsedimen-
ten vielversprechend (Sanchez-Carbayo, 2012). Bereits vor zehn Jahren beschrieben erste
Studien den Nachweis von Harnblasenkarzinomen anhand der Urinproben der Patienten
mittels der kombinierten Anwendung verschiedener methylierter Genloci (Chan et al.,
2002). Inzwischen sind zahlreiche Publikationen erschienen, die eine Identifizierung von
DNA-Methylierungsbiomarkern für das Harnblasenkarzinom beschreiben (Friedrich et al.,
2004; Yu et al., 2007; Kim und Kim, 2009; Chung et al., 2011). Zu den Kandidaten zählten
insbesondere die Gene RASSF1A, RARβ oder DAPK. Die Sensitivitätswerte schwankten
dabei je nach Studie zwischen 51 und 67% (RASSF1A), 68,2 und 93% (RARβ) oder 21,6
und 45,5% für das Gen DAPK. Eine Vereinbarkeit einer hohen Sensitivität und Spezifität
mit einer zugleich handhabbaren Zahl an Biomarkern verfehlten diese Studien allerdings
gänzlich (Kim und Kim, 2009). Fortschritte zeigten in diesem Zusammenhang zwei Stu-
dien aus dem Jahr 2010. In der ersten Arbeit von Renard und Kollegen erwies sich eine
kombinierte Anwendung des TWIST1 und NID2 Gens als vielversprechend. So konnte
eine Sensitivität von 90% bei einer zugleich 94%igen Spezifität erzielt werden (Renard et
al., 2010). Die zweite Studie um Costa et al. zeigte ein Gen-Panel bestehend aus GDF15,
TMEFF2 und VIM mit einer Diskriminierungsstärke von 94% bei einer Spezifität von
100% (Costa et al., 2010). Bis heute haben es jedoch noch keine Biomarker in die klinische
Anwendung der Harnblasenkarzinom-Früherkennung geschafft (Sanchez-Carbayo, 2012).
1.6 Maligne Progression
Der Begriff “maligne Progression” bezieht sich auf die Ausbreitung transformierter Zel-
len in das umliegende Gewebe des primären Tumors sowie in entfernt liegende Organe
(Wagener und Müller, 2010). Mit der Entstehung eines malignen Phänotyps, angetrieben
durch die molekularen Veränderungen, die mehrere Jahre in Anspruch nehmen können,
gehen zeitgleich histopathologisch definierte Gewebeveränderungen einher (Fearon und
Vogelstein, 1990). Solide Tumore entwickeln demnach ein gewebeinfiltrierendes Potential,
das eine Funktionsstörung bzw. -zerstörung von Organen bewirkt. Der Prozess wird auch
als Metastasierung bezeichnet und kann sowohl über das lymphatische wie hämatogene
Gefäßsystem erfolgen.
Die Metastasierung beinhaltet definierte Schritte, die eine Invasions- und Metastasie-
rungskaskade beschreiben (Engers und Gabbert, 2000; Hanahan und Weinberg, 2011):
1. Lokale Invasion: Dissoziation der Tumorzellen aus dem Zellverband; Durchbrechen
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der Basalmembran und infiltrierendes Wachstum der Tumorzellen in das umliegende
Stroma.
2. Intravasation: Aktives Eindringen der Tumorzelle vom Ursprungsgewebe in das
Blut- und Lymphgefäßsystem.
3. Tumorzell-Arretierung: Anti-Apoptose-Mechanismen und Überleben der Tumor-
zellen in der Zirkulation des Gefäßsystems.
4. Extravasation: Aktives Austreten aus der Blutbahn und Infiltration von entfernt
liegenden Parenchymgewebe spezifischer Zielorgane (Pagets seed and soil Hypothe-
se; Paget, 1989; Zetter, 1990; Gupta und Massagué, 2006).
5. Metastasenbildung: Neo-Angiogenese und Formierung von Mikro- bzw. Makro-
tumorknoten in Zielorganen.
Abbildung 8: Der metastatische Prozess; verändert nach Chambers, Groom und MacDo-
nald, 2002. A) Erste Phase: Dissoziation der Tumorzellen vom primären Tumorzell-
verband und Intravasation in die Blutbahn. B) Zweite Phase: Nach der Extravasation
der zirkulierenden Tumorzellen können diese das Gewebe infiltrieren und als einzelne Tu-
morzelle, als Mikro- oder vaskualisierte Makrometastase vorliegen. Zum Zeitpunkt jeder
gezeigten Stufe kann nur ein Teil der Zellen proliferieren, während die anderen Tumor-
zellen in Dormanz überdauern oder den Zelltod erleiden.
Nach Chaffer und Weinberg könnten diese Schritte in zwei Phasen gegliedert werden:
Die erste erfüllt die Translokation der Tumorzelle zur metastatischen Seite während die
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zweite Phase die Ausbildung einer Makrometastasenläsion umfasst (Chaffer und Wein-
berg, 2011). Abbildung 8 skizziert die einzelnen, definierten Stufen der Metastasierung.
Insgesamt scheint nur ein kleiner Anteil der Tumorzellen eines Malignoms die Eigenschaf-
ten zu besitzen, welche die Zelle zur Bildung von Metastasen befähigt (Engers und Gab-
bert, 2000). Es werden verschiedene Modelle zur klonalen Selektion metastasierungsfähiger
Zellen während der Tumorentstehung beschrieben, in der die Thematik der “Tumorstamm-
zelle” im Fokus der kontroversen Diskussion steht (Leighton, 1965; Weigelt, Peterse und
Veer, 2005). Die Existenz unterschiedlichster Modelle veranschaulicht die Komplexität des
dynamischen Metastasierungsprozesses, dessen molekularen Mechanismen noch unzurei-
chend verstanden sind (Weigelt, Peterse und Veer, 2005). Die aktuellen Erkenntnisse zu
den molekularen Grundlagen der initialen Ereignisse der malignen Progression werden im
Folgenden kurz skizziert.
1.6.1 Molekulare Aspekte der initialen Metastasierungskaskade
Die geordnete Struktur eines Epithels basiert im Wesentlichen auf Kontaktstellen, die
die Zellen untereinander (Zell-Zell-Adhäsion) und mit extrazellulären Bestandteilen (Zell-
Substrat-Adhäsion) verbinden (Wagener und Müller, 2010). Somit erfordert der initiale
Schritt der lokalen Invasion von Karzinomzellen in das umliegende Stromagewebe einen
Verlust der epithelialen Zellorganisation, d.h. eine De-Differenzierung und mithin eine
Dissoziation der Einzelzelle vom Tumorkollektiv (Ewald et al., 2012). Dieser Vorgang ist
durch eine dynamische Dysregulation der Zell-Zell- sowie Zell-Substrat-Adhäsion (Engers
und Gabbert, 2000) charakterisiert und führt zu einer veränderten Interaktion mit dem
umgebenen Mikromilieu bestehend aus Tumor-, Stroma-, Immunzellen und der extrazel-
lulären Matrix (engl. extracellular matrix ; ECM) (Hanahan und Weinberg, 2011). Von
dieser initialen Alteration sind zunächst Zell-Zell-Kontaktkomplexe betroffen, wie der Zo-
nula adherens und seiner Komponente, dem E-Cadherin, oder punktförmigen Verbindun-
gen (Macula adherens; sogenannten “Spot”-Desmosomen), bestehend aus desmosomalen
Cadherinen (Desmoglein oder Desmocollin) (Dusek und Attardi, 2011). Von zuletzt ge-
nannten wird z.B. angenommen, dass diese für den Erhalt der apiko-basalen Position
der luminalen und myoepithelialen Zellen des Brustgewebes von großer Bedeutung sind
(Runswick et al., 2001) und in der Karzinogenese der Brust wichtige tumorsuppressive
Funktionen erfüllen (Dusek und Attardi, 2011; Ewald et al., 2012). Besonders kritisch
ist überdies die Verknüpfung der Zell-Zell-Verbindungen mit dem intrazellulären Zytoske-
lett, beispielsweise mit Aktinfilamenten, dem Motor der Zellbewegung, das im Zuge der
Tumorgenese remodelliert wird (Pollard und Borisy, 2003; Olson und Sahai, 2009): Eine
Dysregulation der Zell-Verbindungen bedingt eine Auflösung der kortikalen und dynami-
schen Zytoskelettstrukturen und mithin eine Änderung der motilen Eigenschaften einer
Zelle (Sahai, 2005). Im Fall einer gerichteten Bewegung über die ECM bildet die Tu-
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morzelle durch die Polymerisation von Aktinfilamenten im Kortext des vorderen Zellpols
(engl. leading edge) Lamellopodien sowie über die ganze Zelle verteilt gebündelte F-Aktin-
Stressfasern aus (Wagener und Müller, 2010). Demzufolge kommt in diesem Kontext der
Substrat vermittelten Zell-Adhäsion eine bedeutende Rolle zu, stellen diese doch eine
Verknüpfung von extrazellulären Strukturen und intrazellulären Elementen dar. Diese
Zell-Matrix-Kontaktseiten werden meist durch substratspezifische Rezeptoren der Zell-
oberflächen vermittelt (Engers und Gabbert, 2000), wie z.B. durch Moleküle der Integrin
Superfamilie (Giancotti und Ruoslahti, 1999). Aus Zellkulturexperimenten ist bekannt,
dass es in Folge des Kontakts zur ECM beispielsweise in der Zellmembran zur Ballung
von Integrinproteinen und Ko-Rezeptoren zu Aggregaten (Clustern), den Fokalen Adhä-
sionskomplexen (FA) kommt. Diese bilden über Adapterproteine wie Vinculin (Vin) oder
Paxillin (Pax) eine Brücke zum Aktin-Zytoskelett und dienen als Anker für die Kontrak-
tion der F-Aktin-Stressfasern während der Migration von Zellen (Wagener und Müller,
2010). Zugleich sind die Fokalen Adhäsionsseiten in die ECM-assoziierte Signalgebung
(engl. outside-in-signaling) involviert und üben über die Aktivität von Kinasen, wie z.B.
FAK (focal adhesion kinase) oder der Tyrosinkinase Src Einfluss auf eine Vielzahl von Zel-
leigenschaften wie Zellform, Zellwachstum oder Überleben der Zelle aus (Giancotti und
Ruoslahti, 1999; Guo und Giancotti, 2004) und haben infolgedessen eine evidente Bedeu-
tung für die Tumorprogression und Metastasierung (Hanahan und Weinberg, 2011).
Die Infiltration des Stromagewebes durch die Tumorzelle erfordert schließlich eine De-
struktion der ECM-Barrieren, die durch Sekretion von Proteinasen am vorderen Zellpol
migrierender Zellen umgesetzt wird (Wagener und Müller, 2010). Eine zentrale Protein-
familie bildet hier die der Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), die als sezernierte oder
membranständige Enzyme Bestandteile der ECM degradieren können und damit die für
die Tumorzellen hinderlichen Matrix-Barrieren abbauen (Wagener und Müller, 2010). In
vielen Tumorentitäten wie Brustkrebs sind MMPs, z.B. MMP2 und MMP9 (Wiercinska et
al., 2011), aufreguliert bzw. regulative Inhibitoren der MMPs wie die Moleküle der Grup-
pe sogenannter TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteases) inaktiviert (Bramhall et al.,
1997). Folglich wird die Zusammensetzung der ECM und mithin die Interaktionen zwi-
schen Zellrezeptoren und Bestandteilen der Matrix modifiziert (Cacallaro und Christofori,
2001; Bourguignon, 2008). Entsprechend kommt den Proteinasen eine Schlüsselrolle zu.
Ihre destruktive Aktivität begünstigt sowohl das Lösen der Tumorzelle aus dem Zellver-
band in der frühen Phase der Metastasierung als auch in späteren Phasen die Infiltration
von Parenchymgewebe entfernt liegender Organe (Stamenkovic, 2000; Coussens, Fingleton
und Matrisian, 2002).
Die zellulären Mechanismen, die einer Tumorzelle diese dynamischen, aggressiven Ei-
genschaften verleihen sind noch unzureichend verstanden, obschon nach neuesten For-
schungserkenntnissen ein ursprünglich embryonales Programm von zentraler Bedeutung
zu sein scheint, die sogenannte Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT) (Thiery, 2003,
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Xue et al., 2003). Dieses Programm induziert eine Reprogrammierung einer differenzier-
ten Zelle, bedingt den Verlust epithelialer Eigenschaften, respektive Markern wie z.B.
E-Cadherin, und mündet in der Aneignung eines mesenchymalen Phänotyps (Radisky,
2005). Die zugrundeliegenden Signalwege sind komplex. Vieles deutet auf eine zentrale
Rolle des TGF-β Signalwegs hin (Wendt, Allington und Schiemann, 2009), der in Folge
extrazellulärer Signale induziert wird (Turley et al., 2008; Nisticò, Bissell und Radisky,
2012). Reguliert wird der phänotypische Wechsel (engl. Switch) von diversen Gruppen
von Transkriptionsfaktoren wie der Snail oder Forkhead box (Fox) Gen-Familie (Moreno-
Bueno, Portillo und Cano, 2008; Zhang et al., 2011) und geht mit einer Reihe funda-
mentaler, zellbiologischer Verhaltensänderungen einher. So zeigten z.B. Experimente an
Brustkrebsmodellen eine in vitro erhöhte Migrationsfähigkeit sowie in vivo gesteigerte Me-
tastasierungsrate von Mammakarzinomzellen (Zhang et al., 2011). In invasiv wachsenden
Karzinomen werden diese morphologischen Veränderungen oftmals nur als unvollständige
Konversion von Epithel- in Mesenchymzellen beobachtet (Thiery, 2003) und entfachen
nach wie vor eine kontroverse Diskussion über die Relevanz der EMT (Moreno-Bueno,
Portillo und Cano, 2008; Weinberg und Tarin, 2011).
1.6.2 Dysregulation der extrazellulären Matrix (ECM)
Die ECM besteht aus einem komplexen Netzwerk verschiedener Makromoleküle (z.B. Kol-
lagen, Elastin, Glycoproteine oder Proteoglycane) und ist an der Bildung von zwei Kom-
partimenten, der Basalmembran und dem interstitiellen Bindegewebe, beteiligt (Wagener
und Müller, 2010). Die Bestandteile der ECM interagieren mit einer Vielzahl sezernier-
ter Proteine sowie mit Rezeptoren der Zelloberfläche (Guo und Giancotti, 2004). Über
die Interaktion mit den Rezeptoren - wie in Kapitel 1.6.1 für die Gruppe der Integrine
beschrieben - ist die ECM in downstream-vermittelte intrazelluläre Signalwege involviert
(Jones, Schmidhauser und Bissell, 1993). Dies beeinflusst nachhaltig das Expressions-
muster einer angrenzenden Zelle (Roskelley, Srebrow und Bissell, 1995), u.a. durch eine
zellmorphologisch-assoziierte Konfiguration der Histonacetylierung mithin der Chromatin-
Struktur im Zellkern (Beyec et al., 2007; Spencer, Xu und Bissell, 2007). Demzufolge
spielen die Bestandteile der ECM selbst eine signifikante Rolle bei der Zellzyklusregu-
lierung, Migration oder Differenzierung eukaryotischer Zellen (Bissell, Hall und Parry,
1982). Im gesunden Gewebe hat die ECM überdies eine zentrale Bedeutung für den Er-
halt der epithelialen Homöostase (Hay, 1993; Schmeichel und Bissell, 2003). So zeigten
Experimente von Mina Bissell, einer Pionierin im Forschungsfeld der ECM, dass sich in
lamininreicher 3D-Matrix benigne MCF10A Brustzellen in Acinus-Strukturen mit pola-
rer Ausrichtung und zentralem Lumen organisierten. Invasiv wachsende Brustkrebszellen
(HMT-3522 T4-2 Zellen) konnten sich diese Gewebeordnung nicht aneignen und wuchsen
in einem undifferenziertem Zellverbund, der jedoch mit Hilfe einer Antikörper-Blockierung
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des Oberflächenrezeptors EGFR in einen differenzierten Phänotyp revertieren ließ (Bissell
et al., 2002a). Die ECM sowie das gesamte Mikromilieu haben demzufolge einen immensen
Einfluss auf die Organisation einer funktionsfähigen Gewebearchitektur der Brust (Bissell,
Rizki und Mian, 2003).
Im Gegenzug hat eine Dysregulation der ECM während der Tumorgenese den Verlust
der organisierten Gewebsstruktur zur Folge, mitunter durch die Aktivierung intrazellulärer
Programme wie die Initiation der EMT (Turley et al., 2008). Eine tumorassoziierte ECM
induziert demnach im Wesentlichen ein progressives Zellverhalten (Bissell, Kenny und
Radisky, 2005). Dies zeigt sich am Beispiel der Hyaluronsäure (HA), einer Hauptkompo-
nente der ECM. Sie besteht aus einer Kette sich wiederholender Disaccharid-Einheiten von
β1,4-Glucuronsäure−β1,3-N -Acetylglucosaminen und gehört damit zur Gruppe der Gly-
kosaminoglykane (GAG) (Zhuo, Hascall und Kimata, 2004). Die HA wird von Hyaluron-
Synthetasen (HAS1-3), integralen Membranproteinen der Plasmamembran, in fibroblas-
tischen Zelltypen ebenso wie in epithelialen Zellen synthetisiert (Spicer, Olson und Mc-
Donald, 1997). Obwohl die HA im Gegensatz zu anderen Glykosaminoglykanen weder
sulfatisiert noch mit einem Kern-Protein assoziiert ist, interagieren mit ihr eine Viel-
zahl von Molekülen, die sogenannten Hyaluronsäure-Bindungsproteine (hyaluronic acid
binding proteins, HABP) (Pasonen-Seppänen et al., 2008). Die meist auf ionischer Bin-
dungsaktivität beruhenden Interaktionen mit HABPs verleihen der HA die Fähigkeit ein
erstaunliches Spektrum biologischer Prozesse zu regulieren. Eine zentrale Position neh-
men in diesem Kontext HA-Bindungsrezeptoren wie z.B. RHAMM oder CD44 ein (Turley,
Noble und Bourguignon, 2002).
CD44 gehört zur Familie der hyaluronsäurebindenden Hyaladherine und bildet in
Form unterschiedlicher Spleißvarianten ein integrales Membran-Glykoprotein. CD44 ist
an der Zell-Matrix-Adhäsion beteiligt (Naor et al., 2002) und ein Marker für verschiede-
ne Gewebs- und Tumorstammzellen (Wagener und Müller, 2010). Die zytoplasmatische
Domäne des Rezeptors interagiert z.B. mit Proteinen des Zytoskeletts, wie Ankyrin und
vermittelt über den Arp2/3-Komplex die Polymerisation und Verzweigung des Aktin-
Zytoskeletts und mithin die Migrationsfähigkeit von Tumorzellen (Bourguignon, 2008,
Bourguignon et al., 2010). Darüber hinaus stimuliert CD44 unterschiedliche intrazellulä-
re Signalwege (z.B. die PI3 Kinase/AKT-Signalwegskaskade) und fördert neben motilen
Eigenschaften auch das Proliferations- und Apoptoseverhalten von Tumorzellen (Bourgu-
ignon, 2008). So zeigt sich in der Tumorentwicklung verschiedener Entitäten wie Kolon-
oder Brustkrebs eine signifikante Aufregulierung von CD44 (Ouhtit et al., 2007) sowie
eine enge Assoziation zur Metastasierung der Tumore (Lopez et al., 2005). Beispielsweise
korreliert im Falle einer MMP9-Koexpression CD44 mit einem nodal-positiven Metasta-
sierungsstatus in Brustkrebs-Patientinnen (Hamilton et al., 2007).
Im Zuge der Tumorentwicklung manipulieren dementsprechend Strukturveränderun-
gen von HA, z.B. durch eine Hyaluronidasen vermittelte Destruktion in Folge eines modi-
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fizierten Stimulus assoziierter Rezeptoren, direkt das Verhalten der Tumorzelle. So lenkt
nach aktuellen Erkenntnissen insbesondere niedermolekulare Hyaluronsäure die Gentran-
skription in Richtung Zell-Migration (Turley, Noble und Bourguignon, 2002). In Modell-
systemen primärer Fibroblasten z.B. initiierte ausschließlich niedermolekulare HA die Ex-
pression von ECM-abbauenden Proteinasen wie MMP9 und MMP13 (Fieber et al., 2004).
Dementgegen wies hochmolekulare HA einen inhibitorischen Effekt auf die Expression von
MMP2, MMP9, uPA und PAI-1 auf (Hsieh et al., 2008). Eine Stabilisierung von extra-
zellulären HA-Strukturen wird demzufolge eine invasionssuppressive Wirkung zugedacht,
bei welcher die Inter-α-Trypsin Inhibitor (ITI) Proteinfamilie eine substantielle Bedeutung
einnimmt (Zhuo, Hascall und Kimata, 2004).
1.6.3 Die Rolle der Inter-α-Trypsin Inhibitor (ITI) Protein Familie
Seit Ende der 70er Jahre wurde die Bedeutung der ITI-Moleküle, die zur Familie der
“Kunitz-Typ-Protease-Inhibitoren” gehören (Salier, 1990), unter einer Reihe von physio-
logischen und pathologischen Bedingungen untersucht. Es zeigte sich, dass die ITI-Protein-
komplexe sowohl in der Blutzirkulation als auch in der ECM verschiedener Gewebe lo-
kalisiert (Zhuo und Kimata, 2008) und mithin in einer Vielzahl pathologischer Prozesse,
wie z.B. inflammatorische Erkrankungen (Balduyck et al., 2000; Pineiro et al., 2004),
Atherosklerose und Gefäßerkrankungen (Onda et al., 1999; Fujita et al., 2004) sowie der
Tumorentstehung verschiedener Entitäten (Paris et al., 2002; Zhuo, Hascall und Kimata,
2004), involviert sind.
ITIs bilden einen multifunktionalen Proteinkomplex, der aus zwei verschiedenen pro-
zessierten Vorläuferproteinen zusammengesetzt ist: Einer leichten Kette (Bikunin) und
verschiedenen homologen schweren Ketten (ITIHs) (Zhuo, Hascall und Kimata, 2004). So-
wohl die Vorläuferproteine der leichten als auch der schweren Kette unterliegen im Laufe
der intrazellulären Assemblierung einer posttranslationalen Prozessierung. Während Bi-
kunin mit einem Chondroitinsulfat (CS) modifiziert wird, erfahren die schweren Ketten
mit Ausnahme von ITIH4 ein Trimmen des C-terminalen Proteinsegments (Himmelfarb
et al., 2004). Die proteolytische Aktivität eines bis dato unbekannten Enzyms führt zur
Demaskierung der Carboxylgruppe der Asparaginsäure, die eine kovalente Esterbindung
- zwischen der Carboxylgruppe des Aspartats am C-terminalen Ende eines ITIHs und der
C-6 Hydroxyl-Gruppe von N -Acetylgalactosaminen (GalNAc) des CS-Rückgrats - mit
Bikunin eingeht. Die leichte Kette wird von lediglich einem Gen, dem AMBP kodiert,
aus dem mit α1-Microglobulin ein Fusionsprotein hervorgeht, das durch proteolytische
Spaltung an einer Konsensussequenz (Arg-X-X-Arg) in seine Einzelproteine überführt
wird (Zhuo, Hascall und Kimata, 2004). Dementgegen sind bis heute fünf homologe Gene
für die schwere Kette beschrieben worden, lokalisiert auf zwei unterschiedlichen Chro-
mosomen. ITIH1, ITIH3 und ITIH4 liegen benachbart auf Chromosom 3, wohingegen
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ITIH2 und ITIH5 benachbart auf Chromosom 10 angeordnet sind (Himmelfarb et al.,
2004). Überdies wird in der Datenbank ein sechstes eigenständiges Gen, bereits als ITIH6
(Genbank Assoziations Nr: ENSG00000102313) bzw. als ITIH5L (inter-α-trypsin inhibi-
tor heavy chain 5 like) (Zhuo und Kimata, 2008) gelistet, das aber bis heute noch von
keiner grundlegenden Arbeit als neues Mitglied charakterisiert worden ist.
Die schweren Proteinketten enthalten zwei distinkte Domänen, die evolutionär hoch-
konserviert vorliegen und als solche auch in Proteobakterien, Cyanobakterien oder Pilzen
zu finden sind (Zhuo und Kimata, 2008): Die ITI typische “vault protein inter-α-trypsin”
(VIT) sowie die “van Willebrand Typ-A” (vWA) Domäne. Die vWA Domäne ist charak-
teristisch für ECM-Proteine wie z.B. Integrinen, Kollagenen oder Faktoren des Komple-
mentsystems, vermittelt insbesondere adhäsive Zellfunktionen und ist in Protein-Protein
Wechselwirkungen wie z.B. der Rezeptor-Liganden Reaktion involviert (Whittaker und
Hynes, 2002). Interessanterweise existieren nach einer in silico basierten Datenbankana-
lyse mit PARP4 (poly (ADP-riobose) polymerase family member 4 ) und LOH11CR2AV1
(loss of heterozygosity, 11, chromosomal region 2, gene A (BCSC-1)) noch zwei weitere
Moleküle, die sowohl die VIT als auch die vWA Domäne enthalten und demzufolge mög-
licherweise der Familie der ITI-Moleküle zuzuordnen sind (Zhuo und Kimata, 2008). Der
Hauptsyntheseort der ITI-Moleküle (ITIH1, ITIH2, ITIH3, ITIH4 und Bikunin) liegt in
den Hepatozyten der Leber (Zhao et al., 1995). Dort findet die Assemblierung und an-
schließende Sekretion der ITI-Proteinkomplexe in die Blutzirkulation statt. Die Funktion
der ITIH-Moleküle wurde lange Zeit auf eine rein strukturelle Rolle in den ITI Komplexen
reduziert. Erst im Jahr 1990 entdeckten Yoneda und Mitarbeiter in der ECM von in vitro
kultivierten Maus-Fibroblasten ein als Komplex mit der HA vorliegendes Protein, welches
zunächst als serum-derived HA-associated protein (SHAP) bezeichnet wurde (Yoneda, Su-
zuki und Kimata, 1990). Im Folgenden stellte sich heraus, dass es sich hierbei um Moleküle
der schweren Ketten (ITIH) der ITI-Familie handelte (Huang, Yoneda und Kimata, 1993)
und demzufolge in die Gruppe der HABPs einzuordnen waren. Im Gegensatz zu bisher
bekannten HABPs sind die ITIHs kovalent mit der HA verknüpft, wobei die Esterbindung
zwischen HA und der schweren Kette äquivalent zu der von ITI-Proteinkomplexen ist. Der
Grund hierfür besteht in einem Transfer der schweren Ketten vom Chondroitinsulfat des
Bikunins auf die HA unter Freisetzung des Bikunins als UTI (Urinary Trypsin Inhibi-
tor) (Yoneda, Suzuki und Kimata, 1990, 1993; Zhao et al., 1995). Katalysiert wird diese
Reaktion durch TNF-stimulated gene 6 (TSG-6), welches auch als tumor-necrosis factor
α-induced protein 6 (TNFAIP6) bezeichnet wird (Jessen und Odum, 2003). Bei dieser
Transferreaktion formiert sich aufgrund der additiven Bindungsinteraktion von TSG-6
über eine PTR (Proteoglycan Tandem Repeat) -Domäne mit HA ein stabiler Komplex
bestehend aus ITIH, TSG-6 und HA (Sanggaard et al., 2005; Rugg et al., 2005).
Die Funktion der ITIHs leitet sich in der ECM hauptsächlich über die enge, kovalente
Assoziation mit HA ab. Die Verknüpfung mehrerer HA-Moleküle führt zu einer fibrillen-
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artigen Vernetzung der HA-Strukturen, den sogenannten “cable-like structures” (Motte et
al., 2003) und mithin zu einem stabilisierendem ECM-Geflecht (Chen et al., 1994; Salier
et al., 1996). Die Bedeutung der Interaktion von ITIHs und HA geht aber möglicherwei-
se weit über die rein strukturellen Eigenschaften hinaus. So implizieren einige Studien,
dass die Vernetzung von HA durch ITIHs beispielsweise die CD44:HA Interaktion und
demzufolge die Affinität sowie Avididtät von CD44 zur HA modifizieren und mitunter
die Stimulation spezifischer Signaltransduktionswege bedingen könnte (Ruffell und John-
son, 2008). Mit CD44 transfizierte Jurkat-Zellen (urspünglich CD44-negativ) adhärieren
z.B. tendenziell bevorzugt an ITIH-HA-Komplexe und beeinflussen möglicherweise neben
Zell-Adhäsion auch die Migration von leukozytären Zellen (Zhuo et al., 2006). Überdies
interagieren die schweren Ketten neben HA mit ECM-Molekülen wie Pentraxin-3 (PTX3),
das z.B. kürzlich als putatives Tumorsuppressorgen im Plattenepithelkarzinom postuliert
(Wang et al., 2011) oder als Antagonist von FGF8b mit inhibitorischen Effekten auf die
Angiogenese und das Wachstum von Steroidhormon regulierten Tumoren assoziiert wurde
(Leali et al., 2011). Demzufolge besitzen die ITIH Moleküle eine Relevanz für die Entste-
hung unterschiedlicher Tumorentitäten (Zhuo und Kimata, 2008) und wurden als solche
auch bereits als putative serumsassoziierte Biomarkerkandidaten beschrieben (Chong et
al., 2010). Inzwischen sind mehrere Studien publiziert, in welchen ITIH Moleküle in As-
soziation mit oder unabhängig von Bikunin in verschiedene Aspekten der Suppression der
malignen Progression involviert sind (für eine Übersicht: Hamm et al., 2008; Tab. 3).
Tabelle 3: Verlust der ITIH -RNA-Expression in multiplen soliden Tumoren; verändert nach Hamm et
al., 2008
Verlust in soliden Tumoren (%)
Symbol Offizieller Name Brust Uterus Kolon Lunge Niere
ITIH1 Inter -alpha- (globulin) inhibitor
heavy chain 1
6 10 9 0 35
ITIH2 Inter -alpha- (globulin) inhibitor
heavy chain 2
70 26 43 71 70
ITIH3 Inter -alpha- (globulin) inhibitor
heavy chain 3
51 62 67 86 35
ITIH4 Inter -alpha- (globulin) inhibitor
heavy chain 4
16 29 54 52 95
ITIH5 Inter -alpha- (globulin) inhibitor
heavy chain 5
52 24 40 14 0
So korreliert eine forcierte ITIH1- und H3-Expression in Lungenkrebs-Zellen (H460M)
in vitro mit einer erhöhten Zell-Matrix-Adhäsion sowie zugleich in Xenograftexperimenten
mit einer deutlichen Verringerung gebildeter Metastasen in Mäusen (Paris et al., 2002).
Weitere Befunde lassen derzeit eine enge Assoziation zwischen dem Verlust von ITIH-
Molekülen und der malignen Tumorprogression verschiedenster Entitäten erkennen (z.B.
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Werbowetski-Ogilvie et al., 2006) und untermauern die Relevanz der ITIH-Moleküle für
eine suppressive Wirkung auf die metastatische Streuung humaner Tumore.
1.6.3.1 Inter-α-Trypsin Inhibitor Heavy Chain 5 (ITIH5)
Im Jahr 1999 wurde ITIH5 mittels einer bioinformatischen Methode zur Analyse von
EST-Datenbanken als differenziell exprimiertes Gen selektiert (Schmitt et al., 1999), im
Jahr 2004 von der Arbeitsgruppe Dahl erstmalig kloniert und als neues Mitglied der ITI-
Genfamilie beschrieben (Himmelfarb et al., 2004). Das Gen kodiert für ein Polypeptid
bestehend aus 942 Aminossäuren, das alle ITIH-typischen Proteindomänen - inklusive
der konservierten Spaltstelle (D\PHFVV) und des für die Sekretion verantwortlichen Si-
gnalpeptids - enthält (Himmelfarb et al., 2004). Eine topologische Skizze des ITIH5-Gens
bzw. Proteins ist in Abbildung 9 dargestellt.
Abbildung 9: Genomische Organisation und Domänenstruktur von ITIH5; verändert nach
Himmelfarb et al., 2004. Die 14 Exone des ITIH5-Gens sind als schwarze Rechtecke
dargestellt. Die Linie zwischen den Exonen deuten in einem reduzierten Maßstab (1:10)
die Intronsequenzen im Genom an. Die Domänen der Proteinstruktur sind farblich ge-
kennzeichnet. Grau: Signalpeptidsequenz (SP); gelb: VIT Domäne; blau: vWA Domäne;
Rot: Spaltstelle (cleavage site, CS) und grün: ITI Heavy Chain Domäne (ITI-HC) welche
nach Himmelfarb et al. die Multicopper Oxidase Domäne (MCOD) enthält aber im Zuge
der Reifung abgespalten wird. Der Doppelkopfpfeil entspricht einer Skalierung im Genom
von 1kb.
Im Gegensatz zu den schweren Ketten H1-4 wird ITIH5 in einer Vielzahl von Gewe-
ben wie z.B. im Epithel der Plazenta oder der Brust signifikant exprimiert, wohingegen in
der Leber nur eine schwache Protein-Expression nachgewiesen werden konnte (Himmel-
farb et al., 2004). Diese deutet eine möglicherweise lokal-assoziierte Funktion an (Zhuo
und Kimata, 2008), die aber noch unzureichend verstanden ist. Bis heute sind nur weni-
ge Publikationen zu ITIH5 erschienen und eine funktionelle Charakterisierung fehlt noch
gänzlich. Eine mögliche Funktion beim Fettsäurestoffwechsel deutet eine aktuelle Publi-
kationen an (Anveden et al., 2012). Evident scheint dagegen eine zentrale Rolle von ITIH5
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in der Repression von Karzinomen, insbesondere dem Mammakarzinom (Dahl et al., 2005;
Himmelfarb et al., 2004). Während das normale Drüsenepithel der Brust größere Men-
gen des ITIH5-Proteins exprimiert, geht die Expression in ca. 42% aller Mammakarzinome
verloren (Veeck et al., 2008b). Die ITIH5-Proteinexpression korreliert mit einem günstigen
prognostischen Verlauf der Erkrankung. Insbesondere Patientinnen mit einem klinisch re-
levanten nodal-negativen Mammakarzinom zeigten im Falle einer hohen ITIH5-Expression
eine exzellente Prognose. Dementgegen ist ein Verlust des ITIH5-Proteins, in Folge einer
aberranten Hypermethylierung regulativer DNA-Bereiche im ITIH5 -Promotor, mit einem
verkürzten rezidivfreien Überleben sowie Gesamtüberleben von Brustkrebs-Patientinnen
verknüpft (Veeck et al., 2008b) und zeigt ferner eine signifikante Korrelation mit einem po-
sitiven Lymphknoten- und Fernmetastasenstatus (Veeck et al., 2008a). Mittlerweile wurde
die Herabregulation von ITIH5 mittels Expressions-Profilanalysen mit dem progressiven
Verlauf weiterer humaner Tumorentitäten wie dem Schilddrüsen- sowie dem Urothelkarzi-
nom assoziiert (Pita et al., 2009; Lu et al., 2010a). Das breite Expressionsmuster sowie die
Inaktivierung der ITIH5-Expression im Verlauf verschiedener Entitäten verweist überdies
auf eine putative zentrale Rolle von ITIH5 in der Progression verschiedenster humaner
Tumorentitäten.
1.7 Ziele der Arbeit
Das Forschungsfeld der modernen, molekularen Onkologie ist durch zwei zentrale Heraus-
forderungen geprägt: Zum einen gilt es die Früherkennung humaner Tumore zu verbessern
und zum anderen eine Therapieoptimierung z.B. mittels neuer prognostischer oder prä-
diktiver Biomarker zu ermöglichen. Beide Aspekte finden sich in den Zielsetzungen dieser
Arbeit wieder, jeweils mit Bezug zur klinisch relevanten Fragestellung in den Tumorenti-
täten der Harnblase und der Brust.
Zwecks Verbesserung der Früherkennung des Harnblasenkarzinoms wurden in einem
initialen Ansatz 29 potentielle Kandidatengene identifiziert, die im Urothelkarzinom her-
abreguliert vorlagen und überdies eine definierte CpG-Insel innerhalb der Promotorregion
aufwiesen. Auf Basis dieser sollten die Genloci auf aberrante Methylierung im Zuge der
Tumorgenese der Harnblase und mithin auf ihre Tauglichkeit, mittels Urinproben “Tumor”
von “Normal” zu diskriminieren, untersucht werden. Im Rahmen der Validierung war vor-
gesehen die Genloci an humanen Harnblasenzelllinien, Patientengewebekollektiven sowie
in späteren Phasen an Urinkohorten von Harnblasenkrebs-Patienten korrespondierend zu
Urinproben von gesunden Probanden zu analysieren. Zwecks Umsetzen dieses Vorhabens
sollte in den ersten Stufen eine qualitative, hochdurchsatzfähige Technik (methylierungs-
spezfische PCR (MSP)) zum Einsatz kommen, wohingegen diese im Folgenden durch ei-
ne quantitative Analytik (Pyrosequenzierung) verfeinert werden sollte. Schließlich sollten
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putative DNA-Methylierungsbiomarker aufgrund definierter Schwellenwerte mittels sta-
tistischer Receiver Operating Characteristics (ROC) Analysen hinsichtlich der Effizienz
des Tests optimiert werden, die der Etablierung eines neuen kumulativen “Gen-Panels”
zur Früherkennung von Harnblasenkrebs mit hoher Sensitivität, Spezifität und Robustheit
standhalten können.
Zugleich sollten die Auswirkungen der DNA-Methylierung auf die Tumorgenese der
Harnblase eines potentiellen Biomarkerkandidaten beleuchtet werden. Im Rahmen die-
ses Projekts fiel die Auswahl auf das ITIH5 -Gen, über dessen Expression im gesunden
Urothel und seine Bedeutung für die Tumorgenese und die Progression des humanen Uro-
thelkarzinoms zu Beginn dieser Arbeit noch nichts bekannt war. Der ggf. tumorspezifische
Expressionsverlust von ITIH5 sollte auf mRNA- und Proteinebene mittels Expressions-
analysen von Normalurothel und papillären sowie invasiven Urothelkarzinomen validiert
und das ITIH5-Proteinexpressionsmuster in der Harnblase erstmalig charakterisiert wer-
den. Die aberrante ITIH5 -Promotormethylierung sollte zudem als potentieller molekularer
Mechanismus für die Inaktivierung der Transkription u.a. funktionell durch in vitro Deme-
thylierungsexperimente an humanen Harnblasenkrebszelllinien bestätigt werden. Zwecks
Bewertung der biologischen Relevanz der retrospektiven Studie war ein weiteres ange-
strebtes Ziel der Gewinn erster funktioneller Daten zur Wirkung von ITIH5 auf gering-
progrediente Urothelkarzinomzellen hinsichtlich progressiver Eigenschaften wie Migration
oder Kolonienbildung. Dies sollte mittels eines zellkulturbasierten gain-of-function Tu-
mormodells auf Basis papillärer RT112 Zellen mit ektopischer ITIH5-Expression realisiert
werden.
Obschon das funktionelle Wirkungsspektrum von ITIH5 bis heute in noch keinem
Zusammenhang beschrieben wurde, existieren eindeutige Hinweise auf eine suppressive
Rolle in der Tumorentstehung der Brust. Ausgehend von der Datenlage, wie z.B. der
Korrelation des ITIH5-Proteinverlusts mit einem positiven Lymphknoten- und Fernme-
tastasenstatus, wurde die Hypothese formuliert, dass ITIH5 möglicherweise die maligne
Progression des Brustkrebs supprimieren könnte. Diesem hypothetischen Ansatz sollte in
dieser Arbeit nachgegangen werden, insbesondere mit Hinblick auf eine Untermauerung
der prognostischen Qualität von ITIH5 für das humane Mammakarzinom. Ziel des Pro-
jektes war somit eine umfassende funktionelle Charakterisierung der tumorsuppressiven
Wirkung von ITIH5 im Brustkrebs anhand definierter in vitro und in vivo Tumormodelle.
Zu diesem Zweck wurde ITIH5 stabil in der hoch-invasiven MDA-MB-231 Mammakarzi-
nomzelllinie reexprimiert. Basierend auf diesem gain-of-function Brustkrebsmodell sollten
anschließend die phänotypischen Konsequenzen einer forcierten ITIH5-Expression bezüg-
lich distinkter Fähigkeiten aggressiver Tumorzellen wie der Zell-Matrix-Adhäsion, Migra-
tion, Kolonienbildung oder Invasion charakterisiert werden. In Folge der engen Assoziati-
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on zwischen progressiven Eigenschaften und dem Differenzierungstatus einer Tumorzelle,
sollte eine mögliche Wirkung der ITIH5-Expression auf den mesenchymalen Differenzie-
rungsgrad der MDA-MB-231 Brustkrebszellen zellbiologisch aufgeschlüsselt werden. Ziel
des nächsten Schritts war die Übertragung der in vitro gewonnenen Daten auf ein in vivo
Modell, um unter physiologischen Bedingungen die mögliche Relevanz der suppressiven
ITIH5 Wirkung für späte Stufen der Metastasierung zu ermitteln. Zu diesem Zweck sollte
ein experimentelles Maus-Metastasierungs-Modell verwendet werden, mittels welchem die
Fähigkeit der humanen Krebszellen, in Abhängigkeit der ITIH5-Expression, entfernt lie-
gende Organe wie z.B. die Lunge zu infiltrieren, bestimmt werden konnte. Abschließend
sollte unter Annahme einer Manipulation intrazellulärer Signalwege ein mechanistischer
Link zwischen dem Wirkungsspektrum von ITIH5 und der Deregulation bekannter Schlüs-
selregulatoren, wie z.B. Transkriptionsfaktoren, hergestellt werden.
Durch die in dieser Arbeit angestrebten Ziele, der Validierung neuer DNA-Methy-
lierungsbiomarker für die Früherkennung von Harnblasenkrebs sowie der Bewertung der
klinischen Relevanz von ITIH5 im Harnblasen- und Brustkrebs, sollte ein Beitrag zur suk-
zessiven Entschlüsselung der molekularen Grundlagen des komplexen Ursachen-Wirkungs-
spektrum der Tumorentstehung geleistet werden, aus denen mittelfristig eine Verbesserung
der Behandlung von Harnblasen- und Brustkrebs-Patienten/innen hervorgehen könnte.
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2 Material und Methoden
2.1 Klinisches Patientenmaterial
2.1.1 Formalinfixiertes paraffineingebettetes Gewebe (FFPE)
Die Arbeiten bezogen auf das Harnblasenkarzinom dieser Studie wurde retrospektiv durch-
geführt, in die insgesamt 76 Harnblasenkarzinomproben und 26 Normalurothelproben aus
den Kliniken für Urologie des Universitätsklinikum (UK) Aachen und UK München ein-
geflossen sind. Die Analysen für die Mammakarzinom bezogenen Arbeiten dieser retro-
spektiven Studie wurden an insgesamt 26 Fernmetastasen, 54 Brusttumorproben und
22 Brust-Normalgewebeproben aus den Kliniken für Gynäkologie des UK Aachen, UK
Maastricht, UK Köln durchgeführt. Die Gewebeproben wurden nach der Diagnosestellung
eines primären Harnblasen- bzw. Mammakarzinoms oder Fernmetastase eines primären
Mammakarzinoms zwischen den Jahren 2003 und 2010 entnommen. Alle Patientinnen
hatten eine Einverständniserklärung zur Konservierung ihres Gewebes für Forschungs-
zwecke unterzeichnet. Für die Erforschung dieser Krebsarten von Harnblasentumor- bzw.
Brusttumormaterial lag ein positives Votum seitens der Ethikkommission des UK Aachen
(EK104/05; EK206/09) sowie der weiteren beteiligten Zentren vor. Nach der Gewebe-
Resektion wurden die Proben in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Im An-
schluss wurde mittels Hämatoxylin-Eosin- (H&E)-Färbung an Gewebeschnitten (2 µm)
der Anteil der Tumorzellen bestimmt. Die Auswahl der Fälle erfolgte unselektiert und
konsekutiv nach Verfügbarkeit von Gewebe in den Kliniken. Die Auswahl der Fälle war
nicht stratifiziert nach kliniko-pathologischen bzw. prognostischen Faktoren oder der Art
einer adjuvanten Therapie nach chirurgischer Tumorresektion. Einschlusskriterien bzw.
Ausschlusskriterien waren wie folgt definiert:
1. Harnblasentumore: Weibliche und männliche Patienten mit primären mindestens
1 cm2 großen Areal eines Urothelkarzinoms der jeweiligen histologischen Wachs-
tumsform (papillär oder invasiv) ohne Mischanteile und ohne Anteile eines Adeno-
und / oder Plattenepithelkarzinoms. Klinische Pathologen bewerteten die Tumor-
Klassifikation nach dem etablierten UICC TNM-System (Sobin und Wittekind,
2002). Der histologische Grad wurde nach der neuen WHO-Klassifikation von 2004
(Sauter et al., 2004) bestimmt.
2. Brusttumore: Weibliche Patientinnen mit unilateralem, primärem Mammakarzi-
nom ohne individuellen Brustkrebs-Vorbefund. Ausschlusskriterien waren wie folgt
definiert: Erhalt einer neoadjuvanten Chemotherapie, Präsentation mit sekundärem
Mammakarzinom oder histologische Sicherung eines peritumorösem in situ Kar-
zinoms in der Probe. Klinische Pathologen bewerteten die Tumor-Histologie nach
den Kriterien der WHO und die Tumor-Klassifikation nach dem etablierten TNM-
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System (Sobin und Wittekind, 2002). Der histologische Grad wurde nach dem eta-
blierten System von Bloom und Richardson bestimmt und modifiziert nach Elston
und Ellis, 1993.
Aufgrund des vollständigen Verbrauchs etwaiger Proben konnten die Analysen dieser
Studie zu verschiedenen Genen nicht immer mit dem identischen Probenkollektiv erfolgen.
Die Zusammenfassung der kliniko-pathologischen Faktoren des Harnblasenkarzinom- bzw.
des Mammakarzinom- und Metastasen-Kollektivs für die ITIH5 -Methylierungsstudien ist
im Anhang A.3 zusammengefasst. Für die statistische Auswertung der immunhistochemi-
schen Analysen von FoxM1 und ITIH5 wurden FFPE Tissue Microarrays (TMA) verwen-
det (2 µm), deren Konstruktion und klinische Charakteristik bereits beschrieben wurde
(Dahl et al., 2006). Der TMA war unselektiv konstruiert und enthielt je Fall eine Stanze
eines FFPE-Gewebes.
2.1.2 Urinproben
Zwecks retrospektiver Analysen der Biomarker-Studie wurden präoperative Urinproben
von 88 Harnblasenkarzinom-Patienten/innen (ohne Vorliegen weiterer Tumorentitäten),
sechs Prostatakarzinom-Patienten (ohne Vorliegen weiterer Tumorentitäten), vier Zystitis-
Patienten/innen sowie 26 alters-abgestimmte, freiwillige Probanden ohne Entzündungen
des Harntraktes oder urologische, maligne Erkrankung der Klinik für Urologie des UK
Aachens genutzt, die durch die RWTH Biomaterial Bank (RWTH cBMB) unter standar-
disierten, qualitätsgesicherten Bedingungen gelagert und zur Verfügung gestellt worden
sind. Alle Patienten/innen hatten eine Einverständniserklärung zur Konservierung ih-
res Urins für Forschungszwecke unterzeichnet und es lag ein positives Votum seitens der
Ethikkommission des UK Aachen (EK206/09) vor. Die Zusammenfassung der kliniko-
pathologischen Faktoren der Urin-Kollektive ist im Anhang A.3 zusammengefasst. Auf-
grund des vollständigen Verbrauchs etwaiger Proben konnten die Analysen dieser Studie
zu verschiedenen Genen nicht immer mit dem identischen Probenkollektiv erfolgen.
2.2 Bakterienstämme
Tabelle 4: Bakterienstämme
Zellstamm Genotyp Firma
XL1-blue recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17,
supE44, relA1, lac [F’proAB lacIqZ∆M15
Tn10 (TetR)]
Stratagene, Jena, Deutschland
JM83 ara∆(lac-proAB) rpsL(StrR) [ϕ80d/ ac∆
(lacZ)M15] thi
Sigma-Aldrich, Deisenheim, Deutsch-
land
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Die Nutzung der Bakterienstämme E. coli XL1-blue und JM83 erfolgte zwecks Klo-
nierung sowie Plasmid-Vermehrung (Tab. 4). Sie zeichnen sich durch eine Restriktions-
Insuffizienz aus und sind zudem rekombinationsnegativ.
2.3 Humane Zelllinien
Im Zuge dieser Studie wurden die folgenden humanen Zelllinien verwendet: 293T (HEK),
MDA-MB-231, UROtsa, HCV29, RT4, RT112, KK47, J82 und EJ28. RNA- und DNA-
Extrakte aus Hs578T, MCF7 und MCF12A Zellen wurden vom Institut für Pathologie
(UK Aachen) zur Verfügung gestellt. Die Zelllinien MDA-MB-231, UROtsa, RT4, RT112
und J82 wurden von der American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA)
bezogen und Herstellerangaben entsprechend kultiviert. Die Harnblasenzelllinien HCV29,
KK47 und EJ28 wurden freundlicherweise von Dr. Alexander Buchner (Urologische Klinik
der Ludwig-Maximilians-Universität, München) zur Verfügung gestellt. Zur Vermeidung
von Kontaminationen mit Mycoplasmen wurden alle Zelllinien im Abstand von drei Mo-
naten auf Mycoplasmen überprüft und im Falle von Kontaminationen eliminiert. Die
folgenden Tabellen geben Auskunft über die Ursprungsgewebe verwendeter Zelllinien.
2.3.1 Nierenzelllinie
Tabelle 5: Nierenzelllinien
Zelllinie Ursprungsgewebe Eigenschaften
293T (Human Embryonic Kid-
ney; HEK)
humane, embryonale
Nierenzelle
Expression des Large-T-Antigens
des SV40 Virus; ermöglicht episo-
male Plasmide über den SV40-ORI
origin of replication zu replizieren.
2.3.2 Maligne Brustzelllinie
Tabelle 6: Mammakarzinomzelllinie
Zelllinie Ursprungsgewebe Eigenschaften
MDA-MB-231 Adenokarzinom, pleurale Effusion, Brust Hoch-Invasiv
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2.3.3 Normalurothelzelllinien
Tabelle 7: Normalurothelzelllinien
Zelllinie Ursprungsgewebe
HVCV29 Normalurothel eines TCC-Patienten
UROtsa Normalurothel
2.3.4 Urothelkarzinomzelllinien
Tabelle 8: Urothelkarzinomzelllinien
Bezeichung Ursprungs-
gewebe
T-Status Grading Etablierungs-
jahr
Eigen-
schaften
RT4 Harnblasen-
tumorrezidiv
pT2 G1 1967 nicht-invasiv
RT112 primärer Harn-
blasentumor
- G2 1973 nicht-invasiv
KK47 primärer Harn-
blasentumor
- - 1977 nicht-invasiv
J82 primärer Harn-
blasentumor
pT3 >G2 1974 invasiv
EJ28 Harnblasen-
tumorrezidiv
- G3 1970 invasiv
2.4 Versuchstiere
2.4.1 Balb/cnu/nu Nacktmausstamm
Sämtliche Tierversuche wurden mit weiblichen Nacktmäusen des Stammes Balb/cnu/nu
durchgeführt. Es handelt sich um einen immunsupprimierten Zuchtstamm, der aufgrund
eines Fehlens des Thymus defizient für die Ausbildung von T-Zellen ist und damit ein
geeignetes Modell für Xenograft-Versuche darstellt. Sechs Wochen alte Tiere wurde aus
pathogenfreien Zuchten der Firma Charles River, Niederlassung in L’ Àrbresle (Frank-
reich) erworben und im Institut für Versuchstierkunde des UK Aachen unter standardi-
sierten und möglichst sterilen Bedingungen weitergezüchtet. Alle Tierexperimente wurden
in Übereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz durchgeführt und die jeweili-
gen Protokolle sind im Vorfeld durch die Leitung des Landesamts für Umwelt, Natur und
Verbraucherschutz (LANUV, NRW) genehmigt worden.
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2.5 Geräte, Software, Chemikalien und Lösungsmittel
2.5.1 Geräte
Tabelle 9: Geräte
Gerät Hersteller
ABI PRISM 7000 Sequence Detection System Applied Biosystems, Weiterstadt
NICOOL LM10 Air Liquide GmbH, Düsseldorf
Axiovert 200 Mikroskop Zeiss, Jena
Brutschrank (20% O2, 5% CO2, 37 °C) Heraeus / Kendro, Düsseldorf
CASY 1 Durchfluss-Cytometer Schärfe System, Reutlingen
CCD Kamera MORADA Olympus, Hamburg
Eppendorf Research Pipetten Eppendorf, Wesseling
Eppendorfzentrifuge 5415C (Rotor: UE001) Eppendorf, Wesseling
Elektronenmikroskop 400T FEI Philips, Eindhoven, Niederlande
ESEM XL 30 FEG FEI Philips, Eindhoven, Niederlande
Gel-Dokumentationseinheit MWG Biotech AG, Ebersberg
Gene Pulser II Electroporation System Bio-Rad, München
Hoefer HE 33 Mini Submarine Gelkammer Hoefer Pharmacia Biotech, USA
Labor-pH-Meter 765 Knick, Berlin
Laborwaage Sartorius, Göttingen
Light Cycler IQ5 BioRAD, München
MALDI-TOF-MS Reflex IV, Bruker Daltonics, USA
Megafuge 1.0 (Rotor: BS4402/A) Heraeus / Kendro, Düsseldorf
NanoDropr ND1000 PeqLab Biotechnologie, Erlangen
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena
PyroMark ID Qiagen, Hilden
PyroMark Vacuum Prep Station Qiagen, Hilden
Reinraumwerkbank Hera Safe Heraeus / Kendro, Düsseldorf
Schüttler MTS4 IKA-Werke, Staufen
SpectraMax 340 Molecular Devices, München
Speed Vac Concentrator Savant, Ramney, MN, USA
Stromversorgungsgerät Gibco / BRL, Eggenstein
Thermoblock DRI-BlockDB-2A Techne, Burkhardtsdorf
Thermomixer compact Eppendorf, Wesseling
Thermocycler PTC-200 MJ Research, Waltham, USA
Tischzentrifuge 4515D Eppendorf, Wesseling
TomoScope 30s Duo CT Imaging, Erlangen
EM 400T Philips, Hamburg
UV-Leuchttisch TFX Vilber Lourmat, Frankreich
Vortex MS2 Minishaker IKA-Werke, Staufen
Wasserbad GFL, Burgwedel
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2.5.2 Software und Datenbanken
Tabelle 10: Software
Software / Datenbanken Webadresse/Hersteller
AMIDE Software http://amide.sourceforge.net
CoralDRAW Bildbearbeitung Corel Corporation, USA
GraphPad Prism 5.0 Gold Statistik Software GraphPad Prosm, La Jolla, CA, USA
ImageJ National Institute of Health, USA
ImageQuant TL v2003.2 http://www.imsupport.com
Imalytics research workstation (3.0 beta) Philips Research, Aachen
PSQ Assay Design Software Qiagen, Hilden
Pyro Q-CpG Software Qiagen, Hilden
SPSS Statistik Software (14.0) SPSS, Chicago, IL, USA
Software FlexControl 2.4 Bruker Daltonics, USA
BLAST-2-sequences Online Portal http://147.26.214.159/blast/wblast2
PUBmed Datenbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov
PUBMETH Datenbank http://www.pubmeth.org
Cleavage sites Online Portal http://www.expasy.ch/tools/peptidecutter
EM Atlas Datenbank http://www.inu-mains.de/FB/Medizin/ Ana-
tomie/workshop/EM/EMAlles.html
ENSEMBL Datenbank http://www.ensembl.org
GeneCards Datenbank http://www.genecards.org
Genomatix Datenbank http://www.genomatix.de
IP Online Portal http://scansite.edu/cgi-bin/calcpi
Methprimer Online Portal http://www.urogene.org/methprimer
MSPprimer Online Portal http://mspprimer.org
PFAM Online Portal http://pfam.sanger.ac.uk
Primer3 Online Portal http://www.frodo.wi.mit.edu
Sigcleave Online Portal http://mobyle.pasteur.fr/cgi-
bin/MobylePortal.py?form=sigcleave
SwissProt Datenbank http://www.ebi.ac.uk/swissprot
2.5.3 Chemikalien
Sofern nicht anders gelistet, wurden alle Chemikalien in p.A. Qualität oder in der reinsten
erwerbbaren Form verwendet. Nicht aufgeführte Chemikalien wurden von den Firmen
Merck und Sigma-Aldrich bezogen oder sind im entsprechenden Methodenteil vermerkt.
Tabelle 11: Verwendete Chemikalien
Chemikalie Hersteller
Agarose SeaKem LE agarose Cambrex, Rockham, ME, USA
Ammoniumsulfat Merck, Darmstadt
Ampicillin Sigma-Aldrich, Deisenheim
5-Aza-2’-desoxyctidin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Bacto-Agar Roth, Karlsruhe
Bacto-Trypton Invitrogen, Karlsruhe
Borsäure Merck, Darmstadt
Bacto-Agar Roth, Karlsruhe
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2.5.4 Lösungsmittel
Tabelle 12: Verwendete Lösungsmittel
Lösungsmittel Herkunft
Aceton Merck, Darmstadt
Chloroform Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt
Formaldehyd Merck, Darmstadt
Isopropanol Merck, Darmstadt
Methanol Merck, Darmstadt
Xylol Merck, Darmstadt
2.6 Puffer und Lösungen
Tabelle 13: Allgemeine Puffer
Puffer Zusammensetzung
TAE-Puffer 50× (pH 8,0) 2 M Tris; 50 mM EDTA; pH 8,0 (eingestellt
mit Essigsäure)
10× PBS-Puffer (pH 7,5) 160 mM Na2HPO4; 40 mM NaH2PO4; 1,5
M NaCl
10× TBS-Puffer (pH 7,6) 500 mM Tris/HCl; 1,5 M NaCl
10× TBE-Puffer 89 mM Tris; 2 mM EDTA; 89 mM Borsäure;
pH 8,3
PBS/Tween 1l 1× PBS; 0,1% Tween 20
1M Phosphat (pH 7,2) 60,9 g Na2HPO4, 21.8 g NaH2PO4
10× TE-Puffer 100 ml Tris pH 7,5, 20 ml EDTA pH 7,5, ad.
1l H2O
Methylenblau-Lsg. 0,1% (w/v) Methylenblau in Ethanol abs.
Mayers Hämalaun-Lsg. 1 g Hämatoxylin; 1l H2O; 200 mg Na-Iodat;
50 g Aluminiumkaliumsulfat; 50 g Chloralhy-
drat; 1 g Zitronensäure
Eosin-Lsg. 1 g Eosin in 100 ml H2O
DEPC-H2O 0,1% (w/v) DEPC in H2O, autoklaviert
Tris-EDTA Puffer pH 9,0 100 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, ad. 1 l
ddH2O
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Tabelle 14: Lösungen für die Gelelektrophorese
Lösungen Zusammensetzung
Agarose-Lsg. 0,8-3% (w/v) Agarose in 1× TBE-Puffer
Ethidiumbromid-Lsg. 35 µl Ethidiumbromid-Stammlösung (10
mg/ml) in 1× TBE-Puffer
5× Ladepuffer 2,5 mM Tris-HCl pH 8,0; 50 mM EDTA
pH 8,0; 90%Glycerin; 0,01% Bromphenolblau;
0,01% Xylencyanol
1× TBE-Puffer 8,9 mM Tris-HCl; 8,9 mM Borsäure; 2 mM
EDTA
Tabelle 15: Lösungen für die PCR
Lösungen Zusammensetzung
10× PCR-Puffer 500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl (pH 8,3)
10× MSP-Puffer 500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl (pH 8,3), 2
mM MgCl2
Tabelle 16: Lösungen für die Immunfluoreszenz-Mikroskopie
Lösungen Zusammensetzung
Zytoskelett-Puffer 10 mM PIPES, 150mM NaCl, 5 mM EDTA,
5 mM Glukose und 5 mM MgCl2, pH 7,0
Tabelle 17: Lösungen für die diskontinuierliche Gelelektrophorese und Westernblot
Lösungen Zusammensetzung
Lyse-/Probenpuffer 1 ml 4× NuPage-SDS Puffer Invitrogen, 200
µl frisches 1 M DTT; ad. 2,8 ml ddH2O
SDS-Page Laufpuffer NuPage 20× Laufpuffer Invitrogen, Tris-
Glycin-Laufpuffer 50 ml, ad. 950 ml ddH2O
Transferpuffer 25mM Tris-Base, 192mM Glycin, 20% (v/v)
Methanol; ad. 1 l ddH2O
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Tabelle 18: Lösungen für die 2D-Gelelektrophorese
Lösungen Zusammensetzung
Rehydrierungspuffer 7 M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff; 2% (w/v)
Chaps
Äquilibrierungspuffer 0,5 M Tris-HCl pH 6,8; 6 M Harnstoff; 30%
(w/v) Glycerin; 2% (w/v) SDS; 0,1% (w/v)
Bromphenolblau
Tris-Elektrophoresepuffer (10×) 0,1% (w/v) SDS 20%; 25 mM Tris; 192 mM
Glycin
SDS Agarose 0,5% (w/v) Agarose; 1,5 M Tris/HCl pH 8,8;
SDS 20%, 0,1% (w/v) Bromphenolblau
Tabelle 19: Lösungen für die Coomassiefärbung
Lösungen Zusammensetzung
Coomassie Blau-Färbe-Lsg. 0,8 g Brillantblau R-250 ; 100 ml Ispropanol;
40 ml Essigsäure; ad 500 ml H2O
Tabelle 20: Lösungen für MALDI-MS
Lösungen Zusammensetzung
Entfärbe-Lsg. 1 30 mM Na2S2O3
Entfärbe-Lsg. 2 100 mM K3[Fe444(CN)6]
Wasch-Lsg. A 10 mM NH4HCO3
Wasch-Lsg. B Wasch-Lsg. A; C2H3M (1:2)
Tabelle 21: Zellkulturlösungen
Lösungen Zusammensetzung
Trypsin-EDTA-Lösung 0,05% Trypsin; 0,02% EDTA in PBS
10× PBS-Puffer (pH 7,5) 160 mM Na2HPO4; 40 mM NaH2PO4; 1,5
M NaCl
Kristallviolett-Lsg. 0,25% (w/v) Kristallviolett; 10% (v/v) For-
malin, 80% (v/v) Methanol
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Tabelle 22: TEM und REM Lösungen
Lösungen Zusammensetzung
Sukrose Puffer 88 ml 0,1M Sörensen-Phosphat Puffer; 12 ml
ddH2O, 17 g Sukrose; pH 7,4
Sörensen-Phosphat Puffer (0,1 M) 13 mM NaH2PO4 × H2O; 87 mM NaH2PO4
× 2 H2O; pH 7,4
2.7 Detektionskit für die Immunhistochemie
Tabelle 23: Immunhistochemie-Kits
Kit Herkunft
Dako RealTM Detection System K5001 Dako, Glostrup, Dänemark
2.8 Monoklonale und polyklonale Antikörper
Tabelle 24: Primär-Antikörper
Ziel-Epitop Bezeichnung und Hersteller
ITIH5a IgG Kaninchen, Anti-human, (C-term) Pineda, Berlin
FoxM1 IgG Kaninchen, Anti-human, (sc-49651) Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, CA, USA
Anti-His (C-Term) IgG Maus, Anti-His, (46-0693) Invitrogen, Karlsruhe
β-Aktin IgG Maus, Anti-human, (A5316) Sigma-Aldrich, Deisen-
heim
LaminB IgG Maus, Anti-human, (sc-6216) Santa Cruz Biotechnolo-
gy, Santa Cruz, CA, USA
GAPDH IgG Maus, Anti-human, (MCA2427) ABD Serotech, Düs-
seldorf
Vinkulin IgG Maus, Anti-human, (hVIN-1) Sigma-Aldrich, Deisen-
heim
aNicht-kommerzieller Antikörper; ein polyklonales ITIH5 Antiserum wurde durch eine Immuni-
sierung von Kaninchen mittels eines synthetisierten Peptids, korrespondierend zu den AS des
ITIH5 Proteins (NH2-CYLASHPFDTGMTLGRGMSREL-COOH), durch die Pineda Firma (Ber-
lin) hergestellt. Nach Antikörper-Extraktion wurde dieser Aufgereinigt und auf Spezifität getestet.
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Tabelle 25: Sekundär-Antikörper
Ziel-Epitop Bezeichnung und Hersteller
Anti-Maus/HRP IgG Kaninchen, (P0449) DAKO Glostrup, Dänemark
Anti-Maus/Alexa 594 IgG Ziege, Molecular Probes, Invitrogen, Karlsruhe
Anti-Kaninchen/HRP IgG Ziege, (P0448) DAKO Glostrup, Dänemark
2.9 Medien für die Anzucht von E.coli
Tabelle 26: Medien für Bakterienkultivierung
Mediuma Zusammensetzung
LB-Medium 10 g NaCl, 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeex-
trakt; ad 1000 ml H2O (pH 7,4)
LB-Agar 10 g NaCl, 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeex-
trakt, 15 g Bacto-Agar; ad 1000 ml H2O (pH
7,4)
SOC-Medium 10 g Hefeextrakt, 20 g Bacto-Trypton, 10mM
NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM
MgSO4, 20mM Glukose; ad 1000ml H2O (pH
7,0)
aAlle Medien wurden bei 121 ℃ und 2 bar für 20 Minuten autoklaviert und nach Bedarf mit
100 g/ml Ampicillin versetzt.
2.10 Medien und Reagenzien für die Zellkultur
Tabelle 27: Medien und Zusätze verwendeter Zelllinien
Zelllinie Medium Zusatzreagenzien
MDA-MB-231
DMEM
stabiles Glutamin;
10% FKS, 50 U/ml Penicillin;
50 µg/ml Streptomycin
293T
UROtsa
RPMI 1640
stabiles Glutamin;
10% FKS, 50 U/ml Penicillin;
50 µg/ml Streptomycin
HCV29
RT112
KK47
J82
EJ28
RT4 McCoy’s 5a stabiles Glutamin; 10% FKS, 50 U/ml
Penicillin; 50 µg/ml Streptomycin
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Tabelle 28: Reagenzien für funktionelle in vitro Analysen
Reagenz Hersteller
BD MatrigelTM Basement Membrane Mix BD Bioscience, Heidelberg
Hyaluronsäure Sigma-Aldrich, Deisenheim
2.11 Molekularbiologische Kits und Reagenzien
Tabelle 29: Molekularbiologische Kits
Bezeichnung Hersteller
EZ DNA Methylation KitTM Zymo Research, Freiburg i. Breisgau
GoTaqr Flexi DNA-Polymerase Promega, Mannheim
iQ5TM SYBRr Green Supermix BioRad, München
Mycoplasmen-Detektions PCR KitTM Minevra Biolabs, Berlin
PyroMark Gold KitTM Reagents Qiagen, Hilden
PyroMark PCR KitTM Qiagen, Hilden
QIAamp DNA Mini KitTM Qiagen, Hilden
TRIzolr Invitrogen, Karlsruhe
Universal RiboCloner cDNA Synthesis System Promega, Mannheim
XTT Cell Proliferation KitTM II Roche Diagnostics, Mannheim
ZR Urine DNA Isolation KitTM Zymo Research, Freiburg i. Breisgau
2.12 Oligonukleotide
Tabelle 30: Oligonukleotide für die Real-Time PCR
HUGO Name Sequenz (5’→3’) TA [℃] Produkt [bp]
ITIH5
TCA CCG TGT GCT TCA ACA TT
60 107
GGG TGC CCC AAT TAA CTC TC
DSC2
CAG CTA GAC AGA GAG TTA ATT GAC AAG
60 161
TGA TGT CAC ATA AGA AGT ACG AGT AAA
DSG2
GGA CAG AGA GGA ACA CAG CA
60 158
TCC CTT CAA GCA CTT TAT TTT C
DSP
AAA GGC TTC TTC AGC TCC AA
60 321
CAG ATT TCT CGC GCA GGT
Oligonukleotide 47
FoxM1
GCC ATC AAC AGC ACT GAG AG
60 187
TGG TCC AGA AGG AGA CCT TG
GAPDH
GAA GGT GAA GGT CGG AGT CA
60 289
TGG ACT CCA CGA CGT ACT CA
MMP9
GAG CAC GGA GAC GGG TAT
60 150
TCC AAA CCG AGT TGG AAC C
ZO-1
GCA AAA ATT ACA ATT AGA AGG AAG AA
60 300
TCG AAG ACC ATA TTC TTC ATT TTT C
Tabelle 31: Oligonukleotide für die MSP
HUGO Name Sequenz (5’→3’) TA [℃] Produkt [bp]
ASB7-M
TAG GAA GGT TTT TGG ATC GTT ATC
56 149
CTA TTC AAC GCT TAT CAA ACG C
ASB7-U
TTA GGA AGG TTT TTG GAT TGT TAT T
56 152
CCC TAT TCA ACA CTT ATC AAA CAC A
B9D1-M
GCG GAG GAT ATT ATT TTA TAG GTT TC
56 110
AAC CTA ACC CTA CTT AAA ACC CG
B9D1-U
TGG AGG ATA TTA TTT TAT AGG TTT TGT
56 109
AAC CTA ACC CTA CTT AAA ACC CAC T
CAV1-M
TAT TTT TGT TGA GAT GAT GTA TTG C
56 149
GAA CAA AAA ACG AAT AAA AAC GTT
CAV1-U
TTT TTG TTG AGA TGA TGT ATT GTG A
56 148
CAA ACA AAA AAC AAA TAA AAA CAT T
CD44-M
AAT TTA ATG GTG TAA GGT TTT ACG G
56 166
GAA ACT ACC AAA AAC GTA AAT CGA A
CD44-U
TGA ATT TAA TGG TGT AAG GTT TTA TG
56 168
AAA ACT ACC AAA AAC ATA AAT CAA A
DUSP1-M
CGG ATT TAG TTT CGA GGT TGA TGA C
56 181
CCC GAA AAA CGC GTT TAT ATA CGA
DUSP1-U
TGG ATT TAG TTT TGA GGT TGA TGA TGT
56 181
CCC AAA AAA CAC ATT TAT ATA CAA C
ECE1-M
TTC GGC GGT TTT ATC GGA TAT AAT C
56 154
TAA AAA TCG ACT ACC CGA ACT ACG C
ECE1-U
TGG TGG TTT TAT TGG ATA TAA TTG A
56 152
TAA AAA TCA ACT ACC CAA ACT ACA C
EDN3-M
TGG GAG GCG ATT TTT AGT GCG TTC
60 140
CCA TCC CTA CGC GAA ACT AAC CG
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EDN3-U
TTT GGG AGG TGA TTT TTA GTG TGT TT
60 144
ACC CAT CCC TAC ACA AAA CTA ACC A
EGR3-M
TTG AAA TAT TTT TTT AAT TTT GCG C
60 152
CGA AAA CTA CTA AAA AAC CCG AAA
EGR3-U
AAT ATT TTT TTA ATT TTG TGT GTA T
60 151
ACC CAA AAA CTA CTA AAA AAC CCA
FABP4-M
GGT AAT TTT TGA GAT AGG AGT GTT TC
58 166
AAA AAT TAT TTT AAA ATA AAC TTC GAC
FABP4-U
ATT TTT GAG ATA GGA GTG TTT TGA
58 162
AAA AAT TAT TTT AAA ATA AAC TTC AAC
FAM83B-M
GTT TTA GAT TAG GAG TAG GGT GTC G
56 205
TAA AAA AAA CGA AAA TAA AAA CGA A
FAM83B-U
TTT TAG ATT AGG AGT AGG GTG TTG G
56 204
TAA AAA AAA CAA AAA TAA AAA CAA A
FHL1-M
TTG TAA GTT ATC GGG TTT CGA AGT C
56 115
AAA ATA ACG TCT CGC CTC ACC G
FHL1-U
GTA AGT TAT TGG GTT TTG AAG TTG GAG
56 112
AAA TAA CAT CTC ACC TCA CCA AAA T
IER3-M
TTT TTT ATT ATT TCG GGA TTT CGG C
56 136
AAA ACC CTA CGA CTA CGC TTT CGA T
IER3-U
TTT TTA TTA TTT TGG GAT TTT GGT G
56 136
AAA AAC CCT ACA ACT ACA CTT TCA AT
ITIH5-M
TTG GCG ATA GAA ATT AAG TAA GTT C
59 219
AAC CAC CTA TAT TAA CCC CAC G
ITIH5-U
TTG GTG ATA GAA ATT AAG TAA GTT TGT
59 221
AAA ACC ACC TAT ATT AAC CCC ACA
LHX4-M
GAT ATA GCG ACG TAG TTT CGT TTT C
60 135
CTT CGT AAA TTC CAA ACC CG
LHX4-U
GAA GAT ATA GTG ATG TAG TTT TGT TTT TG
60 141
AAT CTT CAT AAA TTC CAA ACC CAC
MAPK7-M
TAT AAA TAT TTG TTA TAT GAA TGA ACG A
56 142
ACG AAA TTA ACC GAA ACG AC
MAPK7-U
TTA TAA ATA TTT GTT ATA TGA ATG AAT GA
56 148
CTA CAA CAA AAT TAA CCA AAA CAA C
MXl1-M
GCG ATA GGT TCG TAT TAG GAT TTA GGC
56 276
ATA AAA AAA CGA AAA TCC GCC GA
MXl1-U
TGA TAG GTT TGT ATT AGG ATT TAG GTG T
56 278
CCC ATA AAA AAA CAA AAA TCC ACC AA
NTN4-M
AGG GTT GGT ATC GGA GCG TC
56 189
AAC CGC CGC TAA ACT TTA CGA A
Oligonukleotide 49
NTN4-U
GAG GAG GGT TGG TAT TGG AGT GTT
56 183
CAA CCA CCA CTA AAC TTT ACA AA
OASIS-M
TTG AGT TTA TTT CGT TTT TAG TCG T
56 156
AAT CCA AAA CTC CTA CCT AAA CG
OASIS-U
TTG AGT TTA TTT TGT TTT TAG TTG T
56 156
AAT CCA AAA CTC CTA CCT AAA CAC T
PLAGL1-M
CGG TTT ATT TTG GCG GAG ATT TC
58 154
AAA AAA CTA AAC GAC ACC CAC ACG T
PLAGL1-U
TGG TGG TTT ATT TTG GTG GAG ATT TT
58 155
AAA ACT AAA CAA CAC CCA CAC ATC
PTPRZ1-M
ATT CGG ATT TAG AGC GGT AGT C
56 216
CGT ACG AAA CTT TAC CTC TTT CG
PTPRZ1-U
GGA TTT GGA TTT AGA GTG GTA GTT G
56 219
ACA TAC AAA ACT TTA CCT CTT TCA CC
RAD26L-M
TTA ATA TGC GCG GGA GTT ATT TAC G
56 168
TTT CTA ACG ATT CGT TAA ACG CGA A
RAD26L-U
TTT AAT ATG TGT GGG AGT TAT TTA TGG
56 169
TTT CTA ACA ATT CAT TAA ACA CAA A
SFRP1-M
TGT AGT TTT CGG AGT TAG TGT CGC GC
58 126
CCT ACG ATC GAA AAC GAC GCG AAC G
SFRP1-U
GTT TTG TAG TTT TTG GAG TTA GTG TTG TGT
58 135
CTC AAC CTA CAA TCA AAA ACA ACA CAA ACA
SFRP4-M
GGG TGA TGT TAT CGT TTT TGT ATC GAC
58 111
CCT CCC CTA ACG TAA ACT CGA AAC G
SFRP4-U
GGG GGT GAT GTT ATT GTT TTT GTA TTG AT
58 115
CAC CTC CCC TAA CAT AAA CTC AAA ACA
SFRP5-M
AAG ATT TGG CGT TGG GCG GGA CGT TC
61 136
ACT CCA ACC CGA ACC TCG CCG TAC G
SFRP5-U
GTA AGA TTT GGT GTT GGG TGG GAT GTT T
61 141
AAA ACT CCA ACC CAA ACC TCA CCA TAC A
SGK-M
GTA TTA TTT GGA GAA GAG CGA TTC
54 149
TAA AAA CCG AAC GAT AAA ATA CGA C
SGK-U
TAT TAT TTG GAG AAG AGT GAT TTG T
54 148
TAA AAA CCA AAC AAT AAA ATA CAA C
ST6GAL1-M
CGT AAT TTT ATT TGT ATA CGG AGG C
58 114
AAA AAA AAC GAA AAA CAA AAA ACG
ST6GAL1-U
TTG TAA TTT TAT TTG TAT ATG GAG GTG A
58 114
AAA AAA ACA AAA AAC AAA AAA CAC A
TIMP2-M
TAA AGG ATA TTT TTT GGT TCG TTT C
56 196
CCG CTA CGT AAC CTT CTA CG
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TIMP2-U
AAA GGA TAT TTT TTG GTT TGT TTT G
56 199
ATC CCC ACT ACA TAA CCT TCT ACA C
VMP1-M
AAT TGA AAT TTC GCG AGG ATT AAT C
56 134
CGC TAA ACT CCA AAC AAC CGA A
VMP1-U
AAT TGA AAT TTT GTG AGG ATT AAT TGA
56 134
CAC TAA ACT CCA AAC AAC CAA A
XPA-M
GTA GGC GTT TTT ATT TAG AAA GGT C
60 241
AAC ATC AAT ACC CGC TAC CG
XPA-U
AGG TGT TTT TAT TTA GAA AGG TTG T
60 240
CAA CAT CAA TAC CCA CTA CCA CT
Tabelle 32: Oligonukleotide für die Pyrosequenzierung
Name Sequenz (5’→3’)
ECRG4 Assay-1 PCR F GGG GAG GGA GAG AGG ATT T
ECRG4 Assay-1 PCR R Bio - ACC CCA TCA AAA CCA AAA CAA CAA AC
ECRG4 Assay-1 Seq GGG AGG GAG AGA GGA TTT
ECRG4 Assay-2 PCR F Bio - GGG GAG GGA GAG AGG ATT T
ECRG4 Assay-2 PCR R ACC CCA TCA AAA CCA AAA CAA CAA AC
ECRG4 Assay-2 Seq AAC RCA CTT CRA AAT ACT
ITIH5 Assay-1 PCR F YGG GGT GGG TTG TGT GTT GAG GAT TA
ITIH5 Assay-1 PCR R Bio - CCT ACT CCR TTT CTT ACC AAC ACC CAC TAC CT
ITIH5 Assay-1 Seq GGT TGT GTG TTG AGG ATT
ITIH5 Assay-2 PCR F Bio - TTY GGG AGG TAG TGG GTG TTG GTA AGA A
ITIH5 Assay-2 PCR R CTC TAT TCR AAA AAA AAA CAT TCC AAA CCT AC
ITIH5 Assay-2 Seq AAA AAA AAA CAT TCC AAA C
TIMP2 PCR F GTG GYG ATA GGG AAY GGT TTT TGT TTT AAA G
TIMP2 PCR R Bio - CCC RTT CTT CCA AAA CAC CAA A
TIMP2 Seq TTT TTG TTT TAA AGG ATA TTT
Annealing Kondition: 56°C. F: Forward ; R: Reverse; Bio: Biotinyliert
Tabelle 33: Oligonukleotide für die Klonierung
Name Sequenz (5’→3’) TA [℃]
ITIH5 F - NheI GCG CGC TAG CAT GCT CCT GCT GCT GGG G 60
ITIH5 R Nterm -
NotI
GCG CGC GGC CGC ATC ACC ACC ATC CAC TGA TGT TTT
AG
62
F: Forward ; R: Reverse
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Tabelle 34: Oligonukleotide für die Sanger-Sequenzierung
Name Sequenz (5’→3’)
ITIH5 Seq IV 5’ CTA TAG GGA GAC CCA AGC
ITIH5 Seq IV 3’ GAT GAT GGG GCC CTG CG
ITIH5 Seq MH 5’ GAC TCA CTA TAG GGA GAC C
ITIH5 Seq MH 3’ CG CCC TTG CTC ACC TCG
ITIH5 2667 PBK 5’ TCA CTC ACC CTC TGC TCC TT
ITIH5 881 PBK 3’ CTG GCG TAA TAG CGA AGA GG
ITIH5 Seq 1 CCT ACT GTA GTA CAA CAA GC
ITIH5 Seq 2 AGA ACC TGG ATG TCC CCA AT
ITIH5 Seq 3 GTG CAC GAG GAG GAG GAC
ITIH5 Seq 4 GTG GCC TGC ACC ACT GAG
2.13 Vektoren
2.13.1 pBK-CMV Phagemid-Vektor
Funktionelle Überexpressionstudien dieser Arbeit basieren auf dem Phagemid-Vektor pBK
CMV der Firma Stratagene (Jena).
Abbildung 10: Phagemid-Vektorkarte des pBK-CMV -Expressionssystems (pBK-CMV
Phagemid Vector: Instruction Manual). Die ITIH5-Volllängen-cDNA wurde in-
nerhalb der Multi Cloning Site über die NotI und BamHI Rekombinationsstellen in den
Vektor kloniert. Der klonierte pBK CMV -ITIH5 Vektor stand für diese Studie bereits
zur Verfügung.
Der 4,5 kb große Vektor (Abb. 10) enthält den prokaryotischen Selektionsmarker
Kanamycin- bzw. die Neomycin-Resistenz zur Selektion in eukaryotischen Zellen. Wei-
terhin weist er den Überexpressions-Promotor CMV sowie die in Ihrer Orientierung ent-
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gegengesetzten Promotoren T3 und T7 auf. Die Volllängen cDNA von ITIH5 war be-
reits in die Multi Cloning Site (MCS) über die Restriktionsschnittstellen BamHI und
NotI kloniert worden und stand den Versuchen als ITIH5 -Vektorkonstrukt zur Verfügung
(Himmelfarb et al., 2004).
2.13.2 pMS-L-A-IV Vektor
Extraktion von rekombinantem ITIH5-Protein aus dem umgebenden Medium von huma-
nen Zellen wurde im Zuge dieser Studie mit Hilfe des pMS-L-A-IV Vektors (Abb. 11)
umgesetzt, der freundlicherweise durch Dr. Michael Stöcker (Fraunhofer-IME; Institut
für Molekularbiologie und Angewandte Ökologie, Aachen) zur Verfügung gestellt wurde.
Die Klonierung ist im Kapitel 2.14.21 beschrieben. Anstelle der Igκ-Signalsequenz muri-
ner IgG-Immunglobuline des Vektors wurde hier die native Signalsequenz des humanen
ITIH5 genutzt.
Abbildung 11: Vektorkarte des pMS-L-A-IV-Expressionssystems (Dr. M. Stöcker). Eine
ITIH5 -cDNA, die das N-terminale Proteinsegment (Aminosäure (AS): 1-681) umfasste
und zum einen die endogene Sequenz des Signalpeptids (AS: 2-14) einschloss bzw. zum
anderen die konservierte Spaltstelle (D/PHFV (AS: 681-686)) ausschloss, wurde über
die NheI und NotI Rekombinationsstellen in den Leervektor kloniert.
2.13.3 pMS-KGFP-MH Vektor
Die intrazelluläre Lokalisation des ITIH5-Proteins wurde im Zuge dieser Studie mit Hilfe
des pMS-KGFP-MH Vektors (Abb. 12) bestimmt, der freundlicherweise durch Dr. Michael
Stöcker zur Verfügung gestellt wurde. Die Klonierung ist im Kapitel 2.14.21 beschrieben.
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Anstelle der Igκ-Signalsequenz muriner IgG-Immunglobuline des Vektors wurde hier die
native Signalsequenz der humanen ITIH5-cDNA Sequenz genutzt.
Abbildung 12: Vektorkarte des pMS-KGFP-MH-Expressionssystem (Dr. M. Stöcker). Eine
ITIH5 -cDNA, die das N-terminale Proteinsegment (AS: 1-681) umfasste und zum einen
die endogene Sequenz des Signalpeptids einschloss (AS: 2-14) bzw. zum anderen die
konservierte Spaltstelle (D/PHFV (AS: 681-686)) ausschloss, wurde über die NheI und
NotI Rekombinationsstellen in den Leervektor kloniert und bildete ein Fusionskonstrukt
mit GFP.
2.14 Molekularbiologische Methoden
2.14.1 DNA-Isolation aus FFPE-Gewebe und humanen Zelllinien
Zwecks Isolation genomischer DNA wurde der QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden)
gemäß den Herstellerangaben genutzt. Für die Extraktion von DNA aus FFPE-Gewebe
wurden 10 µm umfassende Schnitte angefertigt. Das zu prozessierende Gewebe wurde mit-
tels H&E Färbung durch eine Pathologin charaktersiert und anschließend manuell mikro-
bzw. makrodisseziert. Im Falle von Harnblasengewebe wurde das Normalurothel vollstän-
dig von Muskel- und Bindegewebe getrennt. Zwecks Dissektion wurden die Gewebeproben
mit Methylenblau gefärbt. CIS-Proben durften keine invasiven Tumorzellanteile besitzen
und wurden entsprechend disseziert. Papilläre und invasive Tumorgewebeanteile wurden
ebenfalls disseziert, so dass ein Tumorzellanteil von >70% erreicht wurde. Normalepithel-
sowie DCIS-Anteile waren auszuschließen. Für tumorfreies Brustepithel war ein Epithelan-
teil von >30% erforderlich. Für DCIS war die Abwesenheit von invasivem Tumorgewebe
maßgeblich. Für invasives Tumorgewebe sowie Metastasengewebe war ein Tumorzellan-
teil von >70% erforderlich und Normalepithel sowie DCIS Anteile waren auszuschließen.
54 Material und Methoden
Das von Paraffin befreite Gewebe wurde mit 180 µl ATL-Puffer homogenisiert, mit 20 µl
einer Proteinase-K-Lsg. versetzt und ü.N. bei 56 ℃ inkubiert. Durch Zugabe von 200 µl
AL-Puffer und einer Inkubation für zehn Minuten bei 70 ℃ wurde der Ansatz vollständig
lysiert (Optional: Zugabe von 20 U RNAse). Anschließend folgte die Präzipitation der
DNA durch Zugabe vom 200 µl 100% EtOH. Der Ansatz wurde in einer QIAmp-Säule
gesammelt und bei 6000 × g abzentrifugiert. Die auf den Säulen gebundene DNA wurde
zweimal mit je 500 µl AW-1 und AW-2 Puffer gewaschen und anschließend eluiert. Das
Elutions-Volumen betrug 50 µl (DNA-Lagerung bei -20 ℃). Für die Extraktion von DNA
aus humanen Zelllinien wurden 5×106 Zellen trypsiniert, pelletiert und in 200 µl PBS
resuspendiert. Mittels 20 µl Proteinase-K-Lsg. (20 µg/ml) erfolgte die Zelllyse in 200 µl
AL-Puffer und einer zehn-minütigen Inkubation bei 56 ℃. Um kopräzipitierte RNA zu
verdauen wurde das Lysat für fünf Minuten bei RT mittels RNAse A (20 U) versetzt. Im
Folgenden wurde die DNA-Isolation analog zur Extraktion aus FFPE-Gewebe durchge-
führt.
2.14.2 DNA-Isolation aus Urinsedimenten
Die Extraktion von DNA aus Urinsedimenten erfolgte mit dem ZR Urine DNA Isolation
Kit (Zymo Research, Freiburg i. Breisgau) den Herstellerangaben entsprechend. Hierzu
wurden 20 ml Gesamturin bei 1500 × g pelletiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren
und bei −80 ℃ gelagert. Die Pelletierung und Lagerung erfolgte nach Etablierung über die
“Euregionalen Comprehensive Cancer Center Aachen” (ECCA) Biobank Aachen. Kryo-
konservierten Urinsedimente wurden schonend auf Eis aufgetaut und in 4 ml Aqua bide-
stillata (ddH2O) resuspendiert. Anschließend wurden zelluläre Komponenten filtriert und
lysiert. Das Lysat wurde im Spin column gesammelt und abzentrifugiert (6000 × g). Die
Säulen mit der gebundenen DNA wurden im Folgenden mit 200 µl DNA-Prä-Puffer und
500 µl g-DNA-Puffer gewaschen. Die DNA wurde nach Zugabe von 27 µl Elutionspuffer
eluiert und bei −20 ℃ gelagert.
2.14.3 Gesamt-RNA Isolation aus humanem und murinem FFPE-Gewebe
sowie humanen Zelllinien
Die Isolierung von Gesamt-RNA aus humanem und murinem FFPE-Gewebe sowie aus hu-
manen Zelllinien wurde mit dem TRIzolr-Reagenz (Invitrogen) entsprechend der Herstel-
lerangaben durchgeführt. Für humanes FFPE-Gewebe galten die gleichen histologischen
Kriterien wie für die DNA-Isolation. Im Falle von murinen Lungengewebe wurden Ge-
webe mehrerer Tiere gleicher Testgruppe “gepoolt”, um den Anteil enthaltender humaner
Metastasenknoten zu erhöhen. Nach Zugabe von 1 ml TRIzol auf 50-100 mg Gewebe bzw.
ca. 5 × 106 Zellen wurde das Homogenisat bei RT für fünf Minuten inkubiert. Anschlie-
ßend wurde das Homogenisat mit 200 µl Chloroform versetzt und mehrmals invertiert.
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Nach zwei Minuten Inkubation erfolgte die Trennung der roten organischen Phase von
der klaren, wässrigen Phase mittels Zentrifugation (alle Zentrifugationsschritte erfolgten
bei 4 ℃; 8000 × g). Die in der klaren, wässrigen Phase gelöste RNA wurde im Folgenden
vorsichtig in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, mit 500 µl Isopropanol (zehn Minuten
bei RT) präzipitiert und schließlich mit 1 ml 75% EtOH gewaschen. Abschließend erfolgte
nach der Abnahme des Überstands und Antrocknen des Pellets die Resuspension in 17-50
µl DEPC-H2O (Lagerung: −80 ℃).
2.14.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren
Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA/cDNA und RNA erfolgte mit
Hilfe des Spektralphotometers NanoDropr ND1000. Das photometrische Messprinzip ba-
siert auf dem Lambert-Beer’schen Gesetz, wonach die maximale Extinktion von Nukle-
insäuren - bedingt durch die Absorption aromatischer Ringe der Basen - bei λ=260 nm
liegt. Durch einen direkten Vergleich zum Absorptionsmaximum von Proteinen (Absorp-
tion der aromatischen Aminosäurereste; λ=280 nm), erfolgt die Berechnung des Koeffizi-
enten OD260nm
OD280nm
und damit die Abschätzung des Reinheitsgrades der Nukleinsäurelösung.
Eine reine DNA-Lsg. besitzt einen OD260nm
OD280nm
-Wert von ≥1,8 während bei RNA der Koeffizi-
ent ≥2,0 betragen sollte. Die Sensitivität doppelsträngiger DNA (dsDNA) liegt zwischen
2-3700 ng/µl und für RNA zwischen 2-3000 ng/µl (Lottspeich und Engels, 2006).
2.14.5 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)
Die cDNA-Erststrang-Synthese wurde mit dem Reverse Transcription System (Promega,
Madison, WI, USA) nach Herstellerangaben durchgeführt. Für die enzymatische Tran-
skription der RNA in cDNA wurden 1 µg RNA in 8,82 µl DEPC-H2O aufgenommen
und für zehn Minuten bei 70 ℃ inkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 11,12 µl
eines Mastermixes, bestehend aus 4 µl MgCl2 [25mM ], 2 µl Reverse Transkriptase Puffer
[10×], 2 µl dNTP-Mix [je 1 mM ], 20 U RNase-Inhibitor, 160 pmol Oligo-dT-Nukleotide,
160 pmol Hexamer-Oligonukleotide und 8,5 U AMV-RT. Im Anschluss wurde der Ansatz
für 10 Minuten bei 25 ℃ inkubiert. In einer weiteren Inkubationsphase von 15 Minuten
bei 42 ℃ erfolgte die enzymatische Erststrang-Synthese, welche durch Hitzeinaktivierung
(fünf Minuten bei 95 ℃) gestoppt wurde. Die Lagerung der cDNA (Endkonzentration 10
ng/µl) erfolgte bei −80 ℃.
2.14.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Grundlagen:
Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, kurz PCR) ist ein Verfah-
ren zur Amplifikation beliebiger Nukleinsäureabschnitte. Die Methode basiert auf der
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Aktivität einer hitzestabilen DNA-Polymerase (hier: Taq-Polymerase aus dem Bakterium
Thermus aquaticus), die an ein freies 3’OH-Ende Nukleotide (dATP, dGTP, dCTP und
dTTP) synthetisiert. Voraussetzung für diesen Prozess ist ein Abschnitt dsDNA. Dies wird
durch DNA-Oligonukleotide (Primer) gewährleistet, die komplementär zu dem 5’ bzw. 3’
Ende des zu amplifizierenden DNA-Einzelstranges (ssDNA) sind (Lottspeich und Engels,
2006). Weitere Komponenten eines typischen PCR-Ansatzes sind in Tabelle 35 aufgeführt.
Tabelle 35: Standard PCR-Ansatz
Mastermix (1×) Vol [µl]
Puffer [5×] 5
MgCl2 [25 mM ] 1,5
dNTP-Mix [10 mM ] 0,5
Primer For + Rev [10 µM ] 1
Taq-Polymerase [5 u/µl] 1
DNA-Template [1-10 ng/µl] 1
Ad 25 µl ddH2O 15,75
Ein typischer Reaktionsverlauf besteht aus 30-40 repetitiven Zyklen, die jeweils aus
folgenden drei charakteristischen Temperaturstufen bestehen:
1. Denaturierung: Der DNA-Doppelstrang wird bei 95 ℃ in zwei Einzelstränge de-
naturiert.
2. Primer-Annealing : Das Herabsenken der Temperatur auf eine für das Primer-
paar spezifische Annealing-Temperatur (TA) von z.B. 55 ℃ führt zur Hybridisie-
rung (Annealing). Die optimale Temperatur für die Anlagerung liegt bei ca. 5-10
℃ unterhalb des TmWertes (mittlere Schmelztemperatur) des Primers. Die mittlere
Schmelztemperatur ist u.a. von dem GC-Gehalt der Primersequenz abhängig für
deren Berechnung diverse Formeln zur Verfügung stehen.
3. Primer-Extension: Eine Temperaturerhöhung auf 72 ℃ entspricht schließlich dem
Temperaturoptimum der Taq-Polymerase und ermöglicht in dieser Phase die zum
Matrizenstrang komplementäre Verlängerung der freien 3’-OH Primerenden zur dop-
pelsträngigen DNA.
Auf Basis dieses Reaktionsverlaufs könnte die Menge des synthetisierten DNA-Ampli-
fikats bei optimalen Bedingungen exponentiell (2n) ansteigen. Aufgrund unterschiedlicher
inhibierender Faktoren wird eine Verdoppelung je Zyklus jedoch nicht erreicht. Gründe
hierfür sind z.B. die Depurinierung von Template-DNA und Primern sowie Nebenproduk-
ten (Pyrophosphate), die eine Reaktion mit zunehmendem Zyklus hemmen. So wird meist
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ein maximaler, durchschnittlicher Vermehrungsfaktor von ca. 1,7 erreicht (Lottspeich und
Engels, 2006).
2.14.7 Agarose-Gelelektrophorese von DNA-Amplifikaten
Diese Methode beruht auf der negativen Nettoladung des Phosphatrückgrats der DNA,
die in einem elektrischen Feld in Richtung Anode wandert, deren Laufgeschwindigkeit
in einer entsprechenden Agarosematrix-Konzentration mit der Amplifikatgröße korreliert
(Lottspeich und Engels, 2006). Abhängig von der Größe des Produkts erfolgt die elek-
trophoretische Auftrennung der PCR-Amplifikate in einem 0,5-3% Agarosegel bei einer
Feldstärke von 5 V/cm. Hierzu wurde das Gel mit 12,5 µl des jeweiligen PCR-Ansatzes
(versetzt mit glycerinhaltigem Ladepuffer; 1:5) und einer DNA-Leiter, zur Evaluierung
der Bandengröße, beladen. Als Laufpuffer diente 1×TBE. Zur Visualisierung der DNA-
Banden wurde Ethiumbromid (EtBr) [0,5 µ/ml]) verwendet, das in dsDNA interkaliert
und bei einer Wellenlänge von λ=302 nm Licht emittiert. Die Detektion erfolgte mit-
tels UV-Transilluminator und konnte im Folgenden mit einer CCD-Kamera digitalisiert
ausgewertet werden.
2.14.8 Semiquantitative Real-Time PCR
Grundlagen:
Die Quantifizierung von Nukleinsäuren mittels Real-Time PCR ist ein wichtiger Bestand-
teil sowohl der diagnostischen Onkologie als auch der Onkologieforschung. Mit ihrer Hilfe
lassen sich z.B. mRNA-Expressionsunterschiede semiquantitativ erfassen. Die Quantifi-
zierung in Echtzeit (Real-Time) basiert auf der Nutzung von speziellen Fluochromen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein asymmetrisches Cyanin, das Fluorochrom SYBR
Green I verwendet. Dieses Molekül fluoresziert nicht, wenn es frei in Lösung vorliegt,
sondern erst, wenn es in die kleine Furche von dsDNA interkaliert. Der daraus resultie-
rende DNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplex absorbiert blaues Licht bei λmax=498 nm und
emittiert grünes Licht bei λmax=522 nm. Die Zunahme der Fluoreszenz wird nach jedem
Amplifikations-Zyklus gemessen und ermöglicht schließlich bei fortlaufender Messung di-
rekt auf die Produktmenge zu schließen. Abgesehen von der Verwendung von Fluochrom-
Reporter-Molekülen besteht ein Real-Time PCR-Ansatz aus den gleichen Komponenten
wie eine konventionelle PCR. Voraussetzung für eine erfolgreiche Amplifikation ist je-
doch das Vorliegen eines cDNA-Templates. Darüber hinaus sollten die gewählten Primer
möglichst intronüberspannend designt werden, um einer Amplifikation genomischer DNA
vorzubeugen.
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Durchführung:
Die Real-Time PCR-Analyse wurde mit dem iQ5 SYBR Green Supermix (BioRad) den
Herstellerangaben entsprechend durchgeführt (Tab. 36). In Tabelle 37 ist ein typisches
Real-Time PCR-Programm dargestellt. Voraussetzung ist für die Analyse der Genexpres-
sion das Vorliegen von cDNA. Die einzusetzende Menge ist dabei abhängig vom verwen-
deten Ausgangsmaterial.
Tabelle 36: Standard Real-Time PCR-Ansatz (BioRad)
Mastermix (1×) Vol [µl]
iQ SYBR Green I [2×] 10
Primer For + Rev [10 µM ] je 0,5
cDNA-Template [1 ng/µl] 1
Ad 20 µl ddH2O 8
Im Falle von Zelllinien-RNA wurde in der Regel 1 µl als Template verwendet. Bei
FFPE-Gewebe war wegen stark fragmentierter RNA, eine Erhöhung der Template-Menge
auf 2 µl vonnöten. Um die zu ermittelnde cDNA-Menge zu kalibrieren wurden als in-
terner endogener Standard bei jedem PCR-Lauf Primer für das Haushalts-Gen Glycerin-
Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH ) mitgeführt. Als Negativkontrolle diente
bei jedem Lauf ein Doppelansatz mit ddH2O.
Tabelle 37: Real-Time PCR-Programm für das Gen ITIH5
Schritt Temperatur Dauer Anzahl
Initiale DNA-Denaturierung und Polymerase-
Aktivierung
95 ℃ 5 Min 1×
Denaturierung 95 ℃ 15 Sek
38×Primer-Hybridisierung 60 ℃ 15 Sek
Elongation 72 ℃ 20 Sek
Finale Elongation 72 ℃ 1 Min 1×
Schmelzkurve 55-99 ℃ 15-20 Min 1×
Schmelzkurvenanalytik
Das Reporter-Molekül SYBR Green interkaliert in jede dsDNA und unterscheidet nicht
zwischen spezifischem Produkt und Artefakten wie z.B. Primer-Dimeren. Zur Spezifizie-
rung des amplifizierten Produkts muss daher eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt
Molekularbiologische Methoden 59
werden, d.h. im Anschluss an die Amplifikationsphase erfolgt eine schrittweise Tempe-
raturerhöhung von 40 ℃ auf maximal 99 ℃. Dies führt zur Denaturierung der DNA-
Doppelstränge und abrupten Fluoreszenzabnahme. Durch die simultane Detektion des
Signalverlustes wird die Schmelzpunkttemperatur ermittelt. Diese ist dabei abhängig von
der Basenpaar-Länge und der Basenzusammensetzung (GC-Gehalt) des entsprechenden
Fragments. So kann zwischen Primerdimeren, die bei niedriger Temperatur denaturieren,
und des spezifischen Produktes unterschieden werden. Die Schmelzkurven ergeben sich
aus der ersten Ableitung (dF
dT
) der Funktion Fluoreszenzintensität (F ) in Abhängigkeit
von der Temperatur (T ). Um die jeweilige Schmelzpunkttemperatur der zu erwartenden
Produktgröße zuordnen zu können, besteht bei der Etablierung eines Primer-Paares die
Notwendigkeit das Produkt zusätzlich elektophoretisch aufzutrennen.
Berechnung der relativen Genexpression
Die Analyse differentieller Genexpression basiert auf der Definition eines Schwellenwertes
der Fluoreszenz, dem Cycle-Threshold (CT-Wert). Der CT-Wert gibt den PCR-Zyklus an,
bei dem die emittierte Fluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz signifikant überschreitet.
Mit Erreichen des CT-Wertes geht die PCR bei optimalen Bedingungen von der linea-
ren Produktamplifikation in die exponentielle Vermehrung von DNA-Fragmenten über. Je
früher der CT-Wert einer Probe überschritten wird, desto mehr Template-DNA ist vor-
handen. Nicht die absolute Menge an PCR-Produkt wird detektiert, sondern es wird die
logarithmisch lineare Reaktionskinetik der PCR-Reaktion genutzt, d.h. es wird die Fluo-
reszenzdifferenz zwischen zwei gemessenen Zeitpunkten ermittelt. Mit der zunehmenden
Akkumulation des Produkts steigen auch störende Einflüsse. Limitierende Faktoren wie
Enzyminaktivität, Primer oder Nukleotidmangel führen zu einer Abnahme der Produkt-
vermehrung. Die PCR mündet in einer terminalen Plateau-Phase, in der die Änderung
des CT-Werts gleich Null ist (Lottspeich und Engels, 2006). Um CT-Werte eines Gens
von verschiedenen biologischen Materialien (wie z.B. Normal- und Tumorgewebe) in einen
quantitativen Bezug setzen zu können, müssen diese auf eine Referenz normalisiert wer-
den. Hier diente das Haushaltsgen GAPDH als Standard-Referenz.
Quantifizierung mittels △△CT-Methode
Zum direkten Vergleich der relativen Expression eines Gens in Normal- und Tumorgewe-
be werden die normalisierten CT-Werte gemessener Proben ins Verhältnis gesetzt. Dies
ermöglicht eine tumorassoziierte Herauf- bzw. Herabregulation zu quantifizieren. Zur Be-
rechnung der relativen Expression nach der △△CT-Methode wurde folgende Formel ver-
wendet (Fink et al., 1998).
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1. Normierung der CT-Werte:
∆CTProbeNORM = ∆CTProbe−∆CTGAPDH
2. CT-Differenz zwischen Normal und Tumor:
∆∆CT = ∆CTTumorNORM −∆CTNormalNORM
3. Die vergleichende Quantifikation (Pfaffl und Dempfle, 2002):
2−∆∆CT =
Probe1
Probe2
=
2CTB1−CTB2
2CTA1−CTA2
= 2(CTB1−CTB2)−(CTA1−CTA2)
2.14.9 Bisulfit-Umwandlung genomischer DNA aus humanem Gewebe und
Urinsedimenten
Grundlagen:
Die Bisulfittechnik ist eine Methode zur Modifikation genomischer DNA als Grund-
lage für die spezifische Detektion der DNA-Methylierung. Das bereits 1974 entwickelte
Verfahren wurde 1992 von Frommer und Kollegen zu einer praktischen Methode weiter-
entwickelt (Frommer et al., 1992). Das Verfahren nutzt dabei die katalytische Wirkung
von Natriumbisulfit (NaHSO3) Cytosine in einzelsträngiger DNA hydrolytisch zu Uracil
zu desaminieren. Hierbei wird ein jeweils zugängliches C6-Atom eines Cytosins bei hoher
Bisulfitkonzentration (3M) und aziden Bedingungen (pH 5,0) sulfoniert. Die Aminogrup-
pe am C4-Atom wird im Folgenden unter basischen Bedingungen hydrolysiert. Es entsteht
durch Transversion eine Uracil-Base. Methylierte Cytosine (5mC) werden dagegen bei die-
ser Reaktion nicht umgewandelt und bleiben erhalten. Als Ergebnis dieser Modifizierung
können nun unmethylierte Cytosine (zu Uracil deaminiert) und 5-Methylcytosine eindeu-
tig in der Sequenzfolge voneinander unterschieden und durch eine entsprechende methylie-
rungsbasierte Methode, wie der methylierungspezifischen PCR (MSP), detektiert werden
(Herman et al., 1996).
Durchführung:
Die bisulfitbasierte Konversion der DNA erfolgte gemäß den Herstellerangaben mit dem
EZ DNA Methylation KitTM (Zymo Research, Bad Homburg). Die eingesetzte DNA-
Menge betrug zwischen 50 ng und 1 µg, und war abhängig vom jeweiligen Ausgangs-
material bzw. der Versuchsreihe. Die DNA wurde in 45 µl ddH2O vorgelegt, mit 5 µl
M-Dilution Puffer versetzt und für 15 Minuten bei 37 ℃ inkubiert. Nach Zugabe von 100
µl Konversion-Reagenz erfolgte eine Inkubation von 12 bis max. 16 Stunden bei 50 ℃ unter
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Lichtentzug, in der es zur Sulfonierung nicht methylierter Cytosine kommt. Anschließend
wurde der Ansatz mit 200 µl M-Binding Puffer versetzt und in eine Säule gegeben. Nach
Zentrifugation (6000 × g) und einem Waschschritt wurde mittels 200 µl M-Desulfonation
Puffer die gebundene DNA desulfoniert. Zwei weitere Waschschritte folgten, bevor die
DNA in einem Volumen von 20 µl M-Elution Puffer eluiert wurde.
2.14.10 Methylierungsspezifische PCR (MSP)
Grundlagen:
Die MSP, hier durchgeführt als hot-start PCR-Variante, basiert auf der Methode von
Herman und Kollegen (Herman et al., 1996). Die MSP-Technik weist eine hohe Sensiti-
vität auf und kann bis zu 0,1% methylierter bzw. unmethylierter DNA in einer Probe
detektieren. Dabei wird nach der Bisulfit-Behandlung die methylierte DNA-Sequenz, in
der die Cytosine in den CpGs erhalten bleiben, mit methylierungsspezifischen Primern
(MF und MR) amplifiziert, während die unmethylierte DNA-Sequenz mit unmethylie-
rungsspezifischen Primern (UF und UR) amplifiziert wird (Abb. 13).
Abbildung 13: Prinzip der methylierungsspezifischen PCR [Verändert nach Lottspeich und
Engels, 2006]. Nach der Bisulfit-Konversion werden unmethylierte Cytosine zu Ura-
cil deaminiert. Diese Sequenzänderung kann anschließend mittels spezifischen Primern
jeweils komplementär für die methylierte (MR und MF) bzw. unmethylierte (UR und
UF) DNA-Sequenz amplifiziert und anschließender Gelelektrophorese visualisiert und
nachgewiesen werden.
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Die MSP wurde in dieser Arbeit für die qualitative Analyse des Promotormethylier-
ungsstatus zwischen Normal- und Tumorgewebe eingesetzt, insbesondere um größere Ko-
horten und eine Vielzahl von potentiellen Kandidatengenen, z.B. im Rahmen des DNA-
Methylierungsbiomarker-Projekt zur Früherkennung von Harnblasenkarzinomen, zu iden-
tifizieren bzw. zu validieren. Die Tabellen 38 und 39 zeigen einen typischen MSP-Ansatz
sowie ein Beispiel für ein entsprechendes Temperaturprofil, hier dargestellt für die Methy-
lierungsanalysen von ITIH5.
Tabelle 38: MSP-PCR Standard-Ansatz
Mastermix (1×) Vol [µl]
MSP-Puffer [1×] 2,5
dNTP-Mix [25 mM ] 1,25
Primer-Mix (U bzw. M) [10 µM ] 1
Taq-Polymerase [1,25 u/µl] 5
DNA-Template [50 ng/µl] 1
Ad 25 µl ddH2O 14,25
Überschichtung mit Öl 10
Tabelle 39: MSP-Temperaturprofil (hot-start Variante)
Schritt Temperatur Dauer Anzahl
Initiale DNA-Denaturierung 95 ℃ 5 Min 1×
Zugabe der Polymerase (Taq) 80 ℃ 5 Min 1×
Denaturierung 95 ℃ 30 Sek
38×Primer-Hybridisierung 60 ℃ 30 Sek
Elongation 72 ℃ 30 Sek
Finale Elongation 72 ℃ 10 Min 1×
2.14.11 Pyrosequenzierung
Grundlagen:
Im Gegensatz zur Sequenzierung von Nukleinsäureabschnitten mittels der Kettenab-
bruchmethode nach Sanger (Sanger, Nicklen und Coulson, 1977) ermöglicht die DNA-
Pyrosequenzierung auf Basis einer Sequenzierung durch Synthese ein alternatives Auflösen
von DNA-Sequenzen (Tost, Dunker und Gut, 2003; Tost und Gut, 2007). Das Verfahren
ist vergleichsweise neu. Es wurde erst in den 1990er Jahren am Royal Institute of Tech-
nology (Stockholm, Schweden) entwickelt und 1996 erstmalig von Ronaghi und Kollegen
vorgestellt (Ronaghi et al., 1996; Ronaghi et al., 1998). Die Methode basiert auf dem -
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während der DNA-Synthese - freigesetzten anorganischen Pyrophosphat (PPi), welches
in einer enzymkatalysierten Reaktionskaskade Bioluminiszenz erzeugt (Abb. 14).
Abbildung 14: Prinzip der enzymatischen Kaskade der Pyrosequenzierung (verändert nach
Tost und Gut, 2007). Aufgeführt ist die katalysierte Reaktionskaskade, die der Pyro-
sequenzierung zu Grunde liegt, am Beispiel der Inkorporation eines dGTP an Bisulfit-
konvertierter DNA mit beteiligten Enzymen. Der grau/weiß-hinterlegte Kreis markiert
eine 5’-Biotinylierung der DNA. Die durchgezogenen Pfeile spiegeln eine enzymatische
Synthese wider während gestrichelte Pfeile eine Degradation des Substrats andeuten.
Bild unten: Skizze der Peaks eines aus der Kaskade resultierenden Pyrogramms.
Die luminometrische Detektion entspricht einer proportionalen Menge inkorporier-
ter Nukleotide. Nach Hybridisierung der Sequenzierprimer an einzelsträngige DNA-Frag-
mente werden dem Ansatz folgende Enzyme zugegeben: DNA-Taq-Polymerase, ATP-
Sulfurylase, Luciferase und Apyrase. Die nötigen Substrate werden in Form von Adenosin-
phoshposulfat (APS) und Luciferin bereitgestellt. Initiiert wird die Kaskade durch Injek-
tion des ersten Desoxyribonukleotidtriphosphats (dNTP), welches - sofern komplementär
zum Matrizenstrang - durch die Taq-Polymerase in den Synthesestrang inkorporiert wird.
Dieser Schritt wird durch Freisetzung einer äquimolaren Menge an PPi begleitet, welches
in Kombination mit dem Substrat APS durch das Enzym ATP-Sulfurylase zu Adeno-
sintriphosphat (ATP) sowie HSO4− umgesetzt wird. In einem finalen Schritt treibt das
ATP die Umsetzung von Luciferin, katalysiert durch die Luciferase, unter Freisetzung
von Bioluminiszenz an. Die Menge an ATP wird proportional zum detektierbaren Licht
katalysiert und spiegelt sich in der Peak -Höhe im Pyrogramm wider (Abb. 15).
Die Abfolge des gleichen Nukleotids in der Sequenz führt hierbei zu einer Signalstär-
ke, die rechnerisch einer Verdoppelung der Peak -Höhe entspricht. Nicht-komplementäre
injizierte Nukleotide werden nicht inkorporiert und werden ebenso wie überschüssiges
ATP während eines Reaktionszyklus von der Apyrase degradiert, ohne dass ein Lichtsi-
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Abbildung 15: Darstellung eines typischen Pyrogramms. Die Nukleotidabfolge im oben Teil der
Grafik repräsentiert die zu analysierende Sequenz (dispensation order). Die auf der Ab-
szisse (unten) aufgeführte Nukleotid-Sequenz gibt die Reihenfolge der inkorporierten
Nukleotide an, während die Ordinate die Intensität des relativen Lichtsignals wieder-
gibt und ein Maß für die Anzahl repetitiver Nukleotide in der Abfolge ist. Grau hin-
terlegt sind definierte CpG-Dinukleotide, während die dazugehörigen Prozentzahlen die
Methylierungsfrequenz widerspiegeln. Gelbe Punkte markieren die Injektion von Bisul-
fitkontrollen: Die hier injizierte Base dTTP erzeugt kein Lichtsignal, da an dieser Stelle
nicht die komplementäre Base Adenin im Matrizenstrang vorliegt.
gnal emittiert wird. So ist gewährleistet, dass sich lediglich komplementäre Nukleotide
in der Sequenz des zu untersuchenden DNA-Fragments in der Abfolge von Peaks im
Pyrogramm wiederfinden. Hier wird sich die Tatsache zunutze gemacht, dass die zu un-
tersuchende Sequenz bekannt ist und die Abfolge der Nukleotid-Injektion in einer sog.
dispensation order vor der Sequenzierung programmiert wird. Um falsch-positive Signa-
le durch injiziertes dATP zu unterbinden wird in diesem experimentellen System das
Basenanalogon Desoxyadenosin-α-thio-triphosphat (αATPαS) verwendet, das zwar von
der Taq-Polymerase effizient eingebaut von der Luciferase jedoch nicht umgesetzt werden
kann.
2.14.11.1 Quantitative Analyse der DNA-Methylierung mittels Pyrosequen-
zierung
Die Pyrosequenzierung kann sowohl im Bereich der Mutationsanalytik als auch im Bereich
der Methylierungsanalytik eingesetzt werden. Im Letzteren bietet diese Technik den Vor-
teil - z.B. gegenüber der qualitativen MSP-Methylierung in einem DNA-Sequenzbereich
mit einer Vielzahl von CpG-Dinukleotiden quantitativ zu erfassen. Dies birgt für be-
stimmte Fragestellungen wie z.B. einer detaillierten Gen-Promotoranalyse einen entschei-
denden Nutzen, insbesondere bei der Identifizierung von geeigneten CpG-Dinukleotiden
mit Biomarker-Relevanz sowie der Definition von diagnostisch-relevanten Cut-Off-Leveln
(Schwellenwerten). Überdies können in der Methylierungskonfiguration prognostisch und
prädiktive Aussagen (Brakensiek et al., 2007) kodiert sein.
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Basis dieser Analytik ist eine kombinierte Anwendung von DNA-Bisulfit-Konversion
und Pyrosequenzierung (Tost, Dunker und Gut, 2003; Tost und Gut, 2007). Hier kommt
es durch die Bisulfit-Behandlung zu einer Transversion unmethylierter Cytosine zu Uracil,
die in einer vorgelagerten PCR im Amplifikat durch Thymin-Basen ersetzt werden. Die -
je nach Methylierunganteilen von Cytosinen - graduell alternierende DNA-Sequenz wird
nachfolgend mittels Pyrosequenzierung bestimmt. Dabei folgt jedem injizierten dCTP in
der zu untersuchenden Sequenz immer ein dTTP. Während ein Lichtsignal bei dCTP-
Injektion auf eine ursprüngliche methylierte Cytosin-Base hindeutet, weist eine Detektion
emittierten Lichts durch dTTP auf ursprünglich unmethylierte Cytosine hin. Das Ver-
hältnis beider Peaks reflektiert somit den Grad der Methylierung.
2.14.11.2 Prä-PCR für die Pyrosequenzierung
Die Sequenzierung eines Sequenzabschnitts von Bisulfit-konventierter genomischer DNA
erfordert in einem ersten Schritt deren gezielte Amplifikation. In Folge des Herabset-
zens der Komplexität der Ziel-DNA erfolgte die PCR mit Hilfe eines speziellen Prä-PCR
Kits (Qiagen), sowie Primern, von welchen je nach Sequenzier-Richtung der sense bzw.
anti-sense Primer am 5’-Ende biotinyliert vorlag, um im Folgenden eine Einzelstrangauf-
trennung zu ermöglichen.
Tabelle 40: Standard Pyro-Prä-PCR-Ansatz
Mastermix (1×) Vol [µl]
Prä-PCR MMx [5×] 12,5
Primer For + Rev [10 µM ] je 0,5
CoralLoad Konzentrat 2,5
DNA-Template [1 ng/µl] 1
Ad 25 µl ddH2O 8
Tabelle 41: Prä-PCR-Programm für das Gen ITIH5
Schritt Temperatur Dauer Anzahl
Initiale DNA-Denaturierung und Polymerase-
Aktivierung
95 ℃ 5 Min 1×
Denaturierung 95 ℃ 30 Sek
44×Primer-Hybridisierung 56 ℃ 30 Sek
Elongation 72 ℃ 30 Sek
Finale Elongation 72 ℃ 5 Min 1×
Die Prä-PCR Reaktion bestand aus den in Tabelle 40 aufgeführten Komponenten und
wurde mittels etablierten Temperaturprofils (Tab. 41) durchgeführt. Zwecks Kontrolle der
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Effizienz und Spezifität des amplifizierten Produktes wurden 2 µl jeder Probe elektropho-
retisch aufgetrennt und begutachtet.
2.14.11.3 DNA-Einzelstrangpräperation und Pyroseqenzierung
Die Methylierungsanalytik auf Basis der Pyrosequenzierung erfolgte mittels PyroMark ID
Q96 -Gerät, der zugehörigen Vacuum Prep Tool-Station (beides: Qiagen) sowie mit Hilfe
des PyroMark Gold Kits (Qiagen) und wurde den Herstellerangaben entsprechend ge-
handhabt. Lösungen und Puffer wurden auf RT gebracht. Das Prä-PCR Probenvolumen
von je 20 µl wurde zusammen mit 20 µl Pyrophosphat-freiem Chromatographiewasser
LiChrosolvr (Merck, Darmstadt) auf eine PSQ-96 Mikrotiterplatte (Qiagen) überführt
und nachfolgend mit einer Lösung von 5 µl Streptavidin-Sepharose Kügelchen (GE Heal-
thcare, München) und 35 µl PyroMark Binding Puffer (Qiagen) versetzt. Die Platte wur-
de anschließend für fünf Minuten geschüttelt, um eine effektive Bindung der Sepharose-
Kügelchen an die 5’-biotinylierte DNA zu beschleunigen. Nachfolgend wurden nun die
DNA-Einzelstränge von anderen Bestandteilen des Prä-PCR-Ansatzes separiert. Unter
Verwendung der Vacuum Prep Tool-Station wurde ein Filterträger in die PSQ-96 Plat-
te getaucht, so dass die an die Sepharose-Kügelchen gebundene DNA an die einzelnen
Filterköpfe des Trägers unter Vakuumeinfluss angesaugt wurden. Anschließend wurden
die Filterköpfe für jeweils zehn Sekunden in folgende Lösungen eingebracht: In einer 180
ml 70%igen EtOH Lösung wurden störende PCR-Komponenten beseitigt. Ein Überfüh-
ren in 180 ml einer alkalischen Lösung (0,2 M NaOH) sorgte für die Denaturierung
des Doppelstranges, so dass nicht-gebundene Nukleotidstränge in 180 ml Waschpuffer
(Qiagen) entfernt werden konnten. Nach Abschalten des Vakuums wurden die an die
Kügelchen gebundene Einzelstrang-DNA in 40 µl PyroMark Annealing-Puffer (Qiagen)
in einer PSQ 96Low Sequenzier-Platte resuspendiert. Hierbei war dem Annealing-Puffer
bereits im Vorfeld jeweils 20 nM Sequenzier-Primer zugesetzt worden. Dieser Ansatz
wurde im Anschluss für zwei Minuten bei 80 ℃ auf einem Thermoblock inkubiert, um
eine Primer-Hybridisierung an die Ziel-DNA zu forcieren. Nach Abkühlen der Sequenzier-
Platte erfolgte die im Sequenzier-Gerät beschriebene Enzymkaskade. Hierzu musste noch
die dem System zugehörige Patrone (Cartridge) mit den erforderlichen Mengen an dNT-
Ps, des Emzym-Gemischs und des Enzym-Substrats befüllt werden. Die Erstellung des
Sequenzier-Programms inklusive dispensation order für den jeweiligen Assay erfolgte mit-
tels Pyro Q-CpGTM Software, ebenso wie die anschließende Auswertung.
2.14.12 Transformation von E.coli
Die klonierten Expressionsvektoren wurden mit Hilfe von E.coli Bakterien vermehrt. 40
µl kompetenter Bakterienzellen (E.coli Stamm JM83) wurden dazu auf Eis aufgetaut, mit
10 ng der Plasmid-DNA durch behutsames Pipettieren vermischt und in Elektroporati-
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onsküvetten überführt. Im Folgenden erfolgte durch Anlegen eines Spannungsimpulses im
Elektroporator von max. 2,5 kV für wenige Millisekunden der Transfer der Plasmid-DNA
in die E.coli Zellen. Anschließend wurden dem Ansatz 400 µl eines vorgewärmten (37 ℃)
SOC Mediums zugegeben und für 30 Minuten bei 37 ℃ inkubiert. Zwecks Isolierung von
Einzelkolonien wurden unter sterilen Bedingungen 50 µl und 150 µl der Zellsuspension
auf LB-Ampicillin Agar-Platten (100 µg Ampicillin/ml) ausgestrichen und ü.N. bei 37 ℃
inkubiert. Als Selektions-Kontrolle wurden nicht-transformierte E.coli auf LB-Ampicillin
Agar Platten sowie transformierte E.coli auf antibiotikumfreien LB-Platten ausplattiert
und ebenfalls ü.N. bei 37 ℃ inkubiert.
2.14.13 Flüssig-Vorkultur transformierter E.coli
Nach der Transformation gewachsene Einzelkolonien wurden mit einer sterilen Pipetten-
spitze von den LB-Ampicillin Agar-Platten gepickt um anschließend 10 ml 37 ℃ warmes
LB-Ampicillin-Medium (100 µg Ampicillin/ml) in einem autoklavierten 100 ml Erlen-
meyerkolben anzuimpfen. Bei 37 ℃ und 190 U/min erfolgte für acht Stunden eine Bak-
terienanreicherung.
2.14.14 Plasmid-Isolation
Zwecks Isolation der Plasmid-DNA wurden 500 µl der E.coli Suspension aus der Flüssig-
Vorkultur in 150 ml LB-Ampicillin-Medium (100 µg Ampicillin/ml), jeweils vorgelegt
in einem sterilen 500 ml Erlenmeyerkolben, überführt und bei 37 ℃ ü.N. inkubiert. Im
Anschluss wurde die Bakteriensupension mittels Sorvallr RC 5B Superspeed Zentrifuge
(Thermo Scientific) für 15 Minuten bei 4 ℃ (6000× g) pelletiert. Die Plasmid-Präparation
erfolgte aus der Zellsuspension im Folgenden den Herstellerangaben nach mit dem HiSpeed
Plasmid Maxi Kit (Qiagen). Das Elutionsvolumen betrug 500 µl (TE-Puffer). Um ledig-
lich Bakterienklone auf Existenz des klonierten Plasmids zu testen, erfolgte die Plasmid-
Präparation mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kits (Qiagen).
2.14.15 PCR mit Linker-Primern
Zwecks Ligation eines Plasmids mit dem Volllängen ITIH5 -cDNA-Template musste dieses
mit entsprechenden Restriktionsschnittstellen für die Klonierung versehen werden.
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Tabelle 42: Linker-PCR
Mastermix (1×) Vol [µl]
Puffer [5×] 5
MgCl2 [25 mM ] 1,5
dNTP-Mix [10 mM ] 0,5
Primer For + Rev [10 µM ] 1
Taq-Polymerase [5 u/µl] 1
Plasmid-Template [50 ng/µl] 1
Ad 25 µl ddH2O 15,75
Hierzu wurde eine PCR mit Primern durchgeführt, die jeweils am 5´- Ende einen Klo-
nierungslinker (Kapitel 2.12) für den Restriktionsschnitt in die Sequenz einbringen. Als
Template diente der bereits mit ITIH5 -cDNA ligierte Expressionsvektor pBK-CMV (Ka-
pitel 2.13.1). Ein typischer Ansatz ist in Tabelle 42 aufgeführt.
2.14.16 Reinigung von DNA aus Polymerase-Kettenreaktionen
Die Reinigung der DNA aus vorangegangenen Polymerase Kettenreaktionen z.B. zur Ent-
fernung eingesetzter Enzyme wurde der QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) nach
den Angaben des Herstellers verwendet. Die DNA wurde in einem Volumen 25 µl Elutions-
Puffer eluiert.
2.14.17 Restriktionsverdau von Plasmid- und Template-PCR-Enden
Der Verdau von Template-PCR und Plasmid-DNA erfolgte mittels Restriktionsendonu-
kleasen vom Typ II (Fermentas, Thermo Scientific, St. Leon-Rot) den Herstellerangaben
entsprechend. Die eingesetzte Enzymmenge betrug 2 Units / 100 ng DNA. Der Ansatz
wurde sofern vom Hersteller empfohlen bei 37 ℃ für eine Stunde inkubiert und zur Kon-
trolle der entstandenen Fragmentierung elektrophoretisch aufgetrennt.
2.14.18 Reinigung von restriktionsverdauter DNA
Eine Aufreinigung von verdauter DNA diente dem Entfernen von Enzymen, die in weiteren
Klonierungsschritten inhibierend wirken könnten. Hierfür erfolgte eine elektrophoretische
Diskriminierung von DNA und Enzymen. Die Gewinnung der DNA aus Agarosegelen
wurde im Anschluss mittels QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben
durchgeführt und in 50 µl EB-Puffer (10 mM Tris/HCl pH 8,5) von der Säule eluiert.
2.14.19 Ligation und Klonierung
Die Ligation erfolgte nach Sambrook und Russel (Sambrook und Russel, 2001). Der Li-
gationsansatz ist in Tabelle 43 dargestellt.
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Tabelle 43: Ligationsansatz
Ligationsmix (1×) Konzentration
Ligationspuffer [10×] 1 µl
T4 DNA Ligase 1 U
Plasmid-DNA 20 ng
25 µl/ml PCR-Fragment 1 µl
Ad ddH2O zu 10 µl
Dieser beinhaltet ein Verhältnis von verdauter Vektor DNA und verdautem PCR-
Fragment der molaren Enden von 1:1. Wenn nötig, wurde ATP mit einer finalen Kon-
zentration von 1 mM hinzugegeben. Die Ligation erfolgte bei 16 ℃ für vier Stunden.
Anschließend wurde der Erfolg der Klonierung mittels Restriktionstestverdau und DNA-
Sequenzierung überprüft.
2.14.20 DNA-Sequenzierung nach Sanger
Die Sequenzierung erfolgte auf Basis der Didesoxynukleotid-Kettenabbruchmethode nach
Sanger (Sanger, Nicklen und Coulson, 1977) und diente der Sequenz-Kontrolle klonierter
Vektoren. Die Methode fußt auf einer Polymerase-Kettenreaktion, in welcher der Ein-
satz von 2’-3’-Didesoxynukleotiden (ddNTPs) ein Abbruch der Amplifikation durch die
Taq-Poymerase bedingt. Der zufällige Einbau von fluoreszenzmarkierten ddNTPs führt zu
unterschiedlich langen DNA-Fragmenten. Dies ermöglicht schließlich über ein charakte-
ristisches Intensitätsprofil der Lichtmessung, angeregt durch einen Laser in einer kapillar-
elektrophoretischen Elektrophorese eines automatisierten Sequenzierers (Sequencer ABI
Prism 3100 Avant Genetic Analyzer 2001 ), auf die Analyse-Sequenz zu schließen. Die
Sequenzierungs-PCR für Plasmid-DNA wurde mittels Big Dye Terminater v1.1 Cycle Kit
(Applied Biosystems, CA, USA) den Herstellerangaben entsprechend durchgeführt. Für
den Reaktionsansatz der Sequenzierungs-PCR wurden Primer verwendet, die komplemen-
tär zu Sequenzen der Plasmid-DNA bzw. zum jeweiligen klonierten Template vorlagen und
nur eine Elongations-Richtung (5’-3’ bzw. 3’-5’) bedienen, da die Analyse im Sequenzier-
gerät das Vorliegen von Einzelsträngen erfordert. Weitere Komponenten eines typischen
Sequenzierungs-PCR-Ansatzes sind in Tabelle 44 aufgeführt. Tabelle 45 zeigt die PCR-
Bedingungen.
Das Amplifikat der Sequenzierungs-PCR wurde anschließend zwecks Reinigung gefällt.
Hierzu wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß die Fällungsreaktion je Ansatz (Primer)
wie folgt durchgeführt: 80 µl HPLC-ddH2O wurden mit 10 µl 3M Natriumacetat-Lsg. (pH
4,6), 250 µl 100% EtOH und 20 µl der Sequenzierprodukt gemischt und für 20 Minuten
bei 8000 × g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, die pelletierte DNA mit 75%
EtOH resuspendiert und erneut zentrifugiert (800 × g; 10 Minuten). Die präzipitierte
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Tabelle 44: Standard Sequenzier-PCR-Ansatz
Mastermix (1×) Vol [µl]
Terminator Ready Reaction Mix [5×] 2
Puffer 2
Primer [10 pmol/µl] 1
DNA-Plasmid [1-10 ng/µl] 1
Ad 20 µl ddH2O 14
Tabelle 45: Sequenzier-PCR-Bedingungen
Schritt Temperatur Dauer Anzahl
Initiale Denaturierung 96 ℃ 5 Min 1×
Denaturierung 96 ℃ 15 Sek
35×Primer-Hybridisierung 55 ℃ 15 Sek
Elongation 60 ℃ 4 Min
Finale Elongation 60 ℃ 1 Min 1×
DNA wurde getrocknet, mit 25 µl Formamid versetzt und in Sequenzier-Reaktionsgefäße
überführt und die Sequenz-Analyse mittels automatisierten Sequenzierer umgesetzt.
2.14.21 Klonierte Fusionsproteine zur intra- und extrazellulären Lokalisati-
onsbestimmung von ITIH5
In dieser Arbeit wurden ITIH5-eGFP-Fusionsproteine sowie ein ITIH5-(His)tag Protein
kloniert, die der biochemischen Charakterisierung sowie Lokalisierung von ITIH5 dienten.
Tabelle 46: Klonierte Proteine
Name des Fu-
sionsprotein
Expressions-
vektor
Restriktions-
schnittstellen
Klonierungsprimer
N-terminales
ITIH5-(His)tag
pMS-L-A-IV NheI / NotI ITIH5 F - NheI / ITIH5 R Nterm - NotI
N-terminales
ITIH5-eGFP
pMS-KGFP-MH NheI / NotI ITIH5 F - NheI / ITIH5 R Nterm - NotI
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2.15 Proteinchemische und immunologische Methoden
2.15.1 Herstellung von Gewebeschnitten aus humanem und murinem Paraf-
finmaterial
Die Bearbeitung des in Paraffin eingebetteten humanen und murinen Gewebematerials
erfolgte an einem Mikrotom. Hierfür wurden die Paraffinblöcke in das Gerät eingespannt
und für immunhistochemische Färbungen feine 2 µm Schnitte angefertigt. Zwecks Isolati-
on von DNA und RNA aus Paraffinmaterial wurden zehn bis 15 10 µm Schnitte je Probe
gewonnen. Nach Überführen der Schnitte in ein handwarmes Wasserbad wurden diese auf
Poly-L-Lysin beschichtete Objektträger gezogen und ü.N. bei 37 ℃ getrocknet.
2.15.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung (H&E-Färbung) von Gewebeschnitten
Die HE-Färbung dient der Diskriminierung von Gewebestrukturen bei mikroskopischen
Untersuchungen. Dafür wurden die Paraffingewebeschnitte (nach Entparaffinierung vgl.
Tabelle 48) für zwei Minuten mit Hämalaun (nach Mayer) inkubiert, das zur Anfärbung
von basophilen Strukturen wie dem Zellkern und der enthaltenden DNA führt. Nach einem
Waschschritt mit VE-Wasser erfolgte die Anfärbung basischer Strukturen d.h. insbeson-
dere von Zellplasmamolekülen mittels Eosin-Karbonat-Lsg. für 45 Sekunden. Nach einer
anschließenden Dehydrierung durch eine aufsteigende Alkoholreihe (Tab. 47) wurden die
Schnitte in Vitrocludr (Langenbrinck, Emmedningen) Medium eingedeckelt.
Tabelle 47: Aufsteigende Alkoholreihe
Lösung Zeit
VE-Wasser 1 × 1 Min
Ethanol 70% 1 × 1 Min
Ethanol 96% 1 × 1 Min
Ethanol 100% 2 × 1 Min
Xyolol 100% 1 × 2 Min
2.15.3 Immunhistochemische Färbungen von FFPE-Geweben
Grundlagen:
Zur subzellulären Visualisierung der Protein-Expression in Geweben und Zellen eig-
net sich die immunhistochemische Färbung. In dieser Arbeit diente diese Methode dem
Nachweis von Expressionsunterschieden von ITIH5 und FoxM1 zwischen Kontrollgeweben
(z.B. Normalurothele) und Testgeweben (z.B. Tumorgewebe). Das zugrundeliegende De-
tektionssystem basiert auf der indirekten Streptavidin-Biotin-Methode. Dabei wird das
Ziel-Protein mittels eines spezifischen, unkonjugierten Primär-Antikörpers (Kapitel 2.8)
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gebunden. Ein zweiter biotinylierter Sekundär-Antikörper ist gegen die konstante Region
des Primär-Antikörpers gerichtet. Dieser Antigen-Antikörper-Antikörper Komplex kann
anschließend mit Hilfe des enzymmarkierten Strepatvidins, das eine hohe Affinität für
Biotin aufweist, durch Zugabe des Substrats 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) enzymatisch
nachgewiesen werden. Dabei wird 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) durch die Meerrettichper-
oxidase (HRP) in ein braunes Endprodukt oxidiert, das in Alkohol und anderen orga-
nischen Lösungsmitteln stark unlöslich ist. Der Vorteil dieser Detektionssysteme ist eine
hohe inhärente Sensitivität (Boenisch, 2003).
2.15.3.1 Vorbehandlung histologischer Paraffinschnitte
Die formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte wurden über Nacht
bei 37 ℃ getrocknet. Die Paraffinschnitte vor der Färbung einer Entparaffinierung in Xy-
lol und einer anschließenden Rehydrierung mittels absteigender Alkoholreihe unterzogen
werden (Tab. 48).
Tabelle 48: Absteigende Alkoholreihe
Lösung Zeit
Xylol 100% 3 × 5 Min
Ethanol 100% 1 × 1 Min
Ethanol 100% 1 × 1 Min
Ethanol 96% 1 × 1 Min
Ethanol 96% 1 × 1 Min
Ethanol 70% 1 × 1 Min
VE-Wasser 1 × 1 Min
2.15.3.2 Immunhistochemische Färbung
Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte wurde eine Antigen-
demaskierung mittels Hitze durchgeführt. Das Prinzip der Antigendemaskierung beruht
dabei auf einer Steigerung der Immunreaktivität formalinfixierter Gewebeantigene. Hier-
zu wurden die Gewebeschnitte in einer Küvette mit Zitratpuffer (ITIH5 pH 6,0; FoxM1
pH 7,2) in einer Mikrowelle für zehn Minuten erhitzt. Anschließend wurden die Objekt-
träger in Chamber-Slides eingespannt, und mit VE-Wasser gewaschen. Im Anschluss an
die Vorbehandlungen erfolgte die Durchführung der Immunhistochemie, den Herstelleran-
gaben gemäß, mit dem Dako RealTM Detection System Kit K5001 (Dako). Um endogene
Peroxidasen zu hemmen, wurden die vorbehandelten Gewebeschnitte nach Ablauf der
Inkubationszeit mit 100 µl einer Peroxidase-Blockierungs-Lsg. (Dako 2023) versetzt. Die
anschließend eingesetzte Primärantikörper-Verdünnung betrug für ITIH5 1:50 und für
FoxM1 1:30. Nach einem Waschschritt mit dem entsprechendem Dako Waschpuffer folgte
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die Inkubation mit dem Sekundärantikörper. Während im Fall von humanem FFPE-
Material der Nachweis des gebundenen ITIH5-Primär-Antikörpers mittels biotinylierten
Sekundärantikörpers (Biotinylierte Ziege-Anti-Maus/Kaninchen-Immunglobuline) erfolg-
te, diente zum Nachweis des FoxM1-Antikörpers in murinen FFPE-Lungengewebe mit
einem Kit-unabhängigen Peroxiadse(HRP)-konjugierten Ziege-Anti-Kaninchen Sekundär-
Antikörper (1:1000, Dako), um Kreuzreaktionen zu umgehen. Nach einem weiteren Wasch-
schritt wurde den mit biotinylierten Sekundär-Antikörper inkubierten Gewebeschnitten
100 µl einer Peroxidase (HRP)-konjugierten Streptavdin-Lsg. hinzugegeben. Nach einer
Inkubation von zehn Minuten erfolgte die Zugabe des Substrats (1:50) Chromogen DAB
(Diaminobenzidin, DAKO), das durch die katalytisch wirkende HRP in ein braunes End-
produkt oxidiert wird und damit die Bindung des Primär-Antikörpers sichtbar macht.
Abschließend wurde mit Hämalaun (von Mayer) für fünf Minuten gegengefärbt und ein
Bläuen der Schnitte durch zehn minütiges Waschen in handwarmem Leitungswasser vor-
genommen. Vor der Eindeckelung mit Vitrocludr erfolgte eine Dehydrierung in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (Tab. 49). Die Begutachtung der gefärbten Gewebeschnitte
wurde durch eine erfahrene Pathologin durchgeführt.
Tabelle 49: Aufsteigende Alkoholreihe
Lösung Zeit
VE-Wasser 1 × 1 Min
Ethanol 70% 1 × 1 Min
Ethanol 96% 1 × 1 Min
Ethanol 100% 1 × 1 Min
Xyolol 100% 2 × 5 Min
2.15.4 Immunfluoreszenz-Mikroskopie
Um die fokalen Adhäsionskomplexe (FA) humaner Zellen zu visualisieren, wurde das FAK-
assoziierte Protein Vinkulin mittels eines monoklonalen Primär-Antikörper sowie markier-
ter (Alexa 594) Sekundär-Immunglobuline nachgewiesen. Des Weiteren sollte die Aktin-
Zytoskelett-Organisation von ITIH5-transfizierten Zellen analysiert werden. Hierbei kam
Alexa-488 markiertes Phalloidin zum Einsatz. Glas-Coverslips mit einem Durchmesser
von 12 mm wurden dazu durch eine Mischung aus 100% Ethanol und 37% HCl, im Ver-
hältnis 6:4, gereinigt und anschließend zur Nutzung in Zellkulturgefäßen (24-Well-Platte)
durch UV-Bestrahlung sterilisiert. Im Folgenden wurden humane Mammakarzinomzellen
in einer Konzentration von (1, 5×104 Zellen/cm2) Zellen auf den 12 mm Glas-Coverslips
ausplattiert und für 24 Stunden bei 37 ℃ kultiviert. Nachdem das Medium entfernt wurde,
erfolgte die zügige Fixierung mittels 4% Paraformaldehyd (PFA) sowie einem 0,5% Triton-
X 100 Zytoskelett-Puffer-Lsg. für 15 Minuten bei RT. Nach zwei vorsichtigen Wasch-
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schritten mit PBS wurden die Zellen mittels 4% PFA ein weiteres Mal für zehn Minuten
bei RT post-fixiert. Zwecks Vinkulin-Nachweises wurden die Zellen mit dem monoklona-
len hVIN-1 Antikörper (1:400; Sigma-Aldrich, Deisenheim) und Alexa 594-konjugierten
Ziege-Anti-Maus Sekundär-Antikörper (1:1000; Molecular Probes, Eugene, OR) bei RT
für 30 Minuten inkubiert. Aktin wurde mit Hilfe des Alexa-488 konjugierten Phalloidins
(1:300; Molecular Probes) für weitere 30 Minuten inkubiert und anschließend mit Prolong
(Molecular Probes) eingedeckelt. Die Auswertung der Proben erfolgte an einem Axiovert
200 Mikroskop (Zeiss, Jena), ausgestattet mit einem Plan-Apochromat 100×/1,40 NA
Öl-Immersions Objektiv in Kombination mit einem 1, 6× oder 2, 5× Optovar-Okular.
2.15.5 Aufreinigung rekombinanten Proteins aus dem Überstand humaner
Zellen
Grundlagen:
Die Expression rekombinanter ITIH5-Proteine wurde durch die transiente Transfektion
eukaryotischer Zellen (Kapitel 2.16.6) mit dem pMS-L-A-IV Vektor inkl. nativer ITIH5-
Signalsequenz (Kapitel 2.13.2) realisiert. Unter Einfluss eines Cytomegalovirus (CMV )-
Promotors wurde die Expression des N-terminalen ITIH5-(His)tag Proteins gewährleis-
tet. Durch eine interne ribosomale Eintrittstelle (IRES) wurde überdies bei erfolgreicher
ITIH5-Proteinexpression ein eGFP-Protein gebildet, das Aufschluss über die Effizienz der
Transfektion geben konnte. Nach einer Inkubation der transfizierten Zellen (sieben bis
14 Tage) unter Selektionsdruck, erfolgte die Proteinaufreinigung aus dem Zellkulturüber-
stand ausschließlich mit NiNTA (Qiagen). Die Methode basiert auf der “Immobilisierten-
Metall-Affinitäts-Chromatographie” (IMAC) und nutzt die ladungsbedingte Interaktion
von Histidin-Clustern (His-tag) mit NTA immobilisierte Ni2+-Ionen (Porath et al., 1975;
Hochuli, 1989). Imidazol, ein Histidinanalogon, kompetiert diese Affinität und ermöglicht
die Elution der rekombinanten ITIH5-Proteine über den assoziierten His-tag.
Durchführung:
Die Protein-Isolation erfolgte entsprechend den Herstellerangeben (Qiagen) zur nati-
ven Aufreinigung von Proteinen mit einem His-tag in Anlehnung an Crowe und Kollegen
(Crowe et al., 1994). Vor Beginn der Aufreinigung wurde das NiNTA dreimalig mit 1×
Inkubationspuffer gewaschen und bis zur Verwendung bei 4 ℃ gelagert (NiNTA 50%ig).
Die Durchführung erfolgte bei RT. Hierzu wurde 10 ml Zellkulturüberstand in einem 50
ml Reaktions-Gefäß für fünf Minuten bei 250 × g von Zelltrümmern getrennt. Anschlie-
ßend wurden 9ml des Überstands in ein neues 15ml Reaktions-Gefäß überführt, mit 3 ml
4× Inkubationspuffer sowie 75 µl NiNTA gemischt und für eine Stunde unter Schütteln
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inkubiert. Nach Pelletierung (6000 × g) wird der Überstand verworfen, das NiNTA-Pellet
in 750 µl 1× Inkubationspuffer resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt.
Dieser Zentrifugations- und Waschschritt in 750µl 1× Inkubationspuffer wird wiederholt,
um abschließend das Pellet in 75 µl Elutionspuffer zu resuspendieren und für 20 Minuten
bei RT zu inkubieren. Nach einminütiger Zentrifugation bei 6000 × g wird der protein-
haltige Überstand abgenommen und bei 4 ℃ kurzfristig gelagert.
2.15.6 Herstellung von Proteinlysaten für die SDS-Gelelektrophorese
Zum Nachweis von Proteinen humaner Zellen müssen diese lytisch aufgeschlossen werden.
Um den fortschreitenden Proteinabbau zu minimieren mussten alle Schritte zügig und auf
Eis durchgeführt werden. Circa 2×105 Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlie-
ßend mit 500 µl NuPage Lyse-Probenpuffer (Invitrogen, Karlsruhe) lysiert. Die lysierten
noch teils adhärenten Zellen wurden mittels sterilem Zellschaber abgelöst, in ein 1,5 ml
Reaktionsgefäß überführt und für 2× 15 Sekunden (35% Intensität, je 9 Zyklen) soni-
fiziert. Um Zelltrümmer von den Proteinen zu entfernen, wurden die Proben bei 16000
× g (4 ℃) 15 Minuten zentrifugiert und der Überstand vorsichtig in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefäß gesammelt. Die Lagerung der Zelllysate erfolgte bei −80 ℃.
2.15.7 Zytoplasma-Kern Fraktionierung von Proteinen in vitro kultivierter
Zellen
Die Trennung von Proteinen der zytoplasmatischen und der nukleären Fraktion wurde mit
Hilfe des ProteoJET Cytoplasmic & Nuclear Protein Extraction Kit (#K0311, Fermen-
tas) den Herstellerangaben entsprechend durchgeführt. Nach dem Trypsinieren wurden
die Zellen bei 250 × g pelletiert, in 200 µl Lysis-Puffer (enthält Protease-Inhibitoren
und DTT) aufgenommen, für zehn Sekunden gemischt und anschließend für zehn Minu-
ten auf Eis inkubiert. Um ein Aufschließen der Membranen zu forcieren und damit eine
reine Trennung beider Proteinfraktionen zu gewährleisten, wurden lysierte Zellen einem
15-fachen Zerkleinern mittels Glas-Douncer unterzogen. In einem ersten Schritt erfolg-
te die Separation der zytoplasmatischen Proteinphase von den Zellkernen. Hierzu wurde
das Lysat bei 500 × g und 4 ℃ für sieben Minuten zentrifugiert und der Überstand mit
enthaltendem Zytoplasma-Extrakt in ein neues Reaktionsgefäß überführt, während die
pelletierten Zellkerne auf Eis bis zur Weiterbearbeitung gelagert wurden. Die zytoplas-
matische Extrakt-Phase wurde zügig bei 20.000 × g und 4 ℃ für 15 Minuten von mög-
lichen Zelltrümmern gereinigt und abschließend bei −80 ℃ gelagert. Im zweiten Schritt
erfolgte nun die Isolation der Zellkern-Proteine. Dazu wurden die Zellkern-Pellets mit 500
µl Nukleus-Wasch-Puffer resuspendiert und bei 500 × g sowie 4 ℃ für sieben Minuten
pelletiert. Mittels 150 µl eines eisgekühlten Nukleus-Storage-Puffers wurden die Kerne
resuspendiert sowie im Anschluss mit 15 µl Nukleus-Lysis-Reagenz (enthält Protease-
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Inhibitoren und DTT) aufgeschlossen. Abschließend wurden auch die Zellkernlysate bei
20.000 × g und 4 ℃ für fünf Minuten gereinigt. Nach Überführen des Zellkern-Lysats in
ein neues Reaktionsgefäß, erfolgte die Lagerung bei −80 ℃.
2.15.8 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Probenvorbereitung:
Die Proteinlysate wurden vor der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese in einemWas-
serbad bei 98℃ für fünf Minuten erhitzt. Dieser Schritt fördert die Reduzierung von Di-
sulfidbrückenbindungen und Tertiärstrukturen, so dass das anionische Detergenz Sodium-
Dodecyl-Sulfat (SDS) effektiv die Eigenladung der Proteine durch eine negative Ladung
pro Masseneinheit (1,4 g SDS / Protein) überdecken kann. Die elektrophoretischen Auf-
trennung hängt somit vom Landungs-Massenverhältnis ab.
2.15.8.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Das diskontinuierliche Polyacrilamid-Gelsystem nach Laemmli (Laemmli, 1970) basiert
auf einer elektrophoretischen Auftrennung, deren hohe Auflösung auf unterschiedliche
Kompositionen eingesetzter Gelkomponenten (ein Sammelgel (4%; pH 6.8) und ein Trenn-
gel (5-25%; pH 8.8)) zurückzuführen ist (Lottspeich und Engels, 2006). Bei Anlegen eines
elektrischen Stromkreises sammelt sich das im Laufpuffer enthaltende Glycin im Sammel-
gel, wo es auf Grund von Protonierungs- und gleichzeitigen Deprotonierungsreaktion im
aziden Milieu zu einem Zwitterion mit einer neutralen Nettoladung dissoziiert. Dies be-
wirkt einen elektrophoretischen Stillstand, der durch einen lokalen Ladungsträgermangel
- basierend auf einer vorauslaufenden Ionenfront - im Sammelgel den Widerstand erhöht,
eine Aufkonzentrierung der Proteine fördert und schließlich zur Ausbildung einer schar-
fen Proteinfraktion (protein-stacking) führt. Trifft diese Proteinfraktion auf das Trenngel,
kommt es zur Bildung von scharfen, diskreten Proteinbanden. In dieser Arbeit wurden 5-
12% Tris-Glycin-Gradientgele verwendet (NuPage, Invitrogen, Karlsruhe), die eine klare
Proteinauftrennung über einen großen Größenbereich (15 kDa bis 150 kDa) ermöglichen.
In Abhängigkeit der ursprünglichen Zellzahl sowie verwendeten Geltaschengröße wurden
15 bis 25 µl der jeweiligen Lysate in die Elektrophorese eingesetzt. Die Gelelektrophorese
wurde in dem XCell SureLockTM Mini-Cell System (Invitrogen, Karlsruhe) durchgeführt.
2.15.9 2D-Gelelektrophorese
2.15.9.1 1. Dimension: Isoelektrische Fokussierung (IEF)
Die IEF ist ein elektrophoretisches Trennverfahren, bei dem - basierend auf dem isoelek-
trischen Punkt (IP) - Proteine über das Ansetzen eines elektrischen Feldes ihrer Ladung
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nach, entlang eines pH-Gradienten, im Gel aufgetrennt werden. In dieser sogenannte
Endpunkt-Methode ist die Wanderungsstrecke der Proteine lediglich von ihrem IP ab-
hängig: Bei Erreichen eines pH-Werts im Gel, der dem IP des Proteins entspricht, sind
Nettoladung und Wanderungsgeschwindigkeit gleich Null.
Rehydrierung der Gelstreifen und Fokussierung (pH 3-11):
Die Durchführung der ersten Dimension erfolgte mittels IPG-Phor Einheit (Amhers-
ham Bioscienes/ GE Healthcare). In einem ersten Schritt wurden gefriergetrocknete Gel-
streifen (Amersham Bioscienes/ GE Healthcare) auf Basis der sample in gel rehydration
Methode rehydriert. Extrahiertes Protein (Kapitel 2.15.5) wurde mit Rehydrierungspuffer
in einem Probenvolumen von 450 µl aufgenommen und in eine Vertiefung des Gelstrei-
fenhalters (Reswelling Trays) überführt. Die IP Gelstreifen wurden mit der Gelseite nach
unten, ohne Einschluss von Luftblasen, in den Gelstreifenhaltern in Position gebracht und
mit Öl (Dry Strip Cover Fluid, Amersham Bioscienes/ GE Healthcare) überschichtet, mit
einem Schutzdeckel verschlossen sowie anschließend für 12-16 Stunden inkubiert. In die-
ser Zeit wird die Probenlösung von den Gelstreifen aufgenommen. Die IEF erfolgte im
Anschluss unter Verwendung des Ettan IPGphor Manifold (Amersham Bioscienes/ GE
Healthcare), der aus einem Keramik-Gelstreifenhalter besteht. Die IPG Streifen wurden
entsprechend mit der Gelseite nach oben und der Anode in den spitzen Teil einer Kera-
mikplatte der IPGphor Fokussiereinheit platziert. Jeweils ein mit VE-Wasser angefeuch-
tetes Elektrodenwick, die der Entsalzung der Probe dienen sowie der Elektroendoosmose
entgegenwirken, wurde bündig unter die jeweilige Elektrode der Fokussiereinheit gelegt.
Anschließend wurden die Gelstreifen mit 500 µl Mineralöl beschichtet, um ein Austrock-
nen der Lösung durch Verdunsten zu vermeiden. Dazu erfolgte das Programm für die
aktive Rehydrierung, dargestellt in Tabelle 50.
Tabelle 50: Programm: Aktive Rehydrierung // 1. Dimension
Zyklus Spannung [Volt] Dauer
Step-n-hold 350 30 Minuten
Gradient 500 60 Minuten
Gradient 1500 60 Minuten
Step-n-hold 1500 7 Stunden
Gradient 3500 6 Stunden
Step-n-hold 3500 20 Stunden
Im Anschluss an die Fokussierung werden die Gelstreifen geerntet. Dazu werden die-
se mit ddH2O vorsichtig gewaschen um in speziellen Glasröhren gelagert (−80 ℃) bzw.
weiterverarbeitet zu werden.
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2.15.9.2 2. Dimension: Auftrennung nach Proteingröße mittels PAA-Gra-
dientengel
Äquilibrieren der Gelstreifen:
Um zwitterionische Detergenzien zu entfernen wurden nach der IEF die Gelstreifen in
zwei Schritten mit Äquilibrierungspuffer versetzt. Während im ersten Schritt der Äquili-
brierungspuffer (1) lediglich frisches DTT (100 mg DTT/10 ml Puffer) als Zusatz enthält
wird im zweiten Schritt dem Äquilibrierungspuffer (2) Iodacetamid (50 mg DTT; 250 mg
Iodacetamid/10 ml Puffer) zugegeben, der eine Alkylierung der SH-Gruppen zur Inhi-
bierung von Reoxidation-Reaktionen während der SDS-Page forciert. Die Gelstreifen in
den Glasröhren werden jeweils 20 Minuten in Puffer (1) und (2) unter leichtem Schütteln
äquilibriert.
SDS-Page:
Die Auftrennung der Proteine erfolgte unter denaturierenden Bedingungen mit Hilfe
einer diskontinuierlichen SDS-Page, in ähnlicher Weise wie im Kapitel 2.15.8 beschrieben.
Allerdings ersetzen die Gelstreifen das Sammelgel des klassischen Systems, so dass die IE
fokussierten Proteine innerhalb der IPG Streifen in das Trenngel (Tab. 51) der SDS-Page
wandern, welches eine geringere Porengröße, eine konzentriertere Salzlösung und damit
einen gesteigerten pH-Wert besitzt.
Tabelle 51: Trenngel
Trenngel 9% 18%
1,5 M Tris-HCl pH 8,8 119 ml 119 ml
SDS 20% 2,4 ml 2,4 ml
PAA 30% 145 ml 290 ml
ddH2O 207 ml 62 ml
TEMED 141 µl -
10% APS 1212 µl 606 µl
Ad µl ddH2O 475 ml 475 ml
Die Elektrophoresekammer wurde mit 1× Tris-Elektrophoresepuffer befüllt, das Trenn-
gel gegossen und die SDS-Agarose aufgekocht. Anschließend werden die äquilibrierten
Gelstreifen mit Laufpuffer abgespült und luftblasenfrei sowie bündig in die Gelkassette
geschoben. Zwecks Fixierung der Gelstreifen, werden diese mit 50 µl SDS-Agarose-Lsg.
überschichtet. Nach Erhärten der Agarose wurde die Kassette in die Laufkammer ein-
gespannt, diese mit Elektrophoresepuffer aufgefüllt und die fokussierten Proteine durch
konstante 65 V für 24 Stunden dem Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt. Nach
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dem Lauf der zweiten Dimension erfolgte unmittelbar die Färbung mit Coomassie (vgl.
Kapitel 2.15.12) der Proteine im Gel.
2.15.10 Westernblotting und Immunodetektion
Im Anschluss an die SDS-Gelelektrophorese erfolgt der Westernblot, der in dieser Arbeit
als sogenanntes tank-blot Verfahren durchgeführt wurde. Hierzu wurde das Trenngel vom
Gelträger gelöst, für 5 Minuten im Transfer-Puffer bei RT äquilibriert und anschließend
luftblasenfrei auf eine 0,2 µm Nitrozellulose Membran (Whatman, Dassel) platziert. Die
Membran sowie das Gel wurden durch transferpuffergetränkte Whatmann-Filterpapier
und Kunststoffschwämme bedeckt und als sogenanntes Sandwich den Herstellerangaben
entsprechend in die mit 500 ml Transferpuffer befüllte Blot-Vorrichtung (Biorad) einge-
spannt. Durch Anlegen eines konstanten Stroms von 100 V für 1 Stunde bei 4 ℃, erfolg-
te der Transfer der Proteine von dem Gel auf die Membran. Zwecks Transfer-Kontrolle
wurde im Anschluss eine Ponceau-S-Färbung (vgl. Kapitel 2.15.11) durchgeführt. Der fol-
gende Proteinnachweis basiert auf einer Antigen-Antikörperreaktion (Immunodetektion);
im Speziellen die indirekte Immunodetektion über einen enzymmarkierten sekundären
Antikörper, der mit dem unkonjugierten primären Antikörper interagiert. Zwecks Vermei-
dung von unspezifischen Bindungen wurde die Membran ü.N. bei 4 ℃ in PBS mit 5%
Magermilchpulver und 0,01% Tween-20 geblockt. Anschließend erfolgte für eine Stunde
bei RT die Inkubation mit dem jeweiligen Primär-Antikörper Anti-β-Aktin (1:5000), Anti-
Lamin-B (1:500), Anti-GAPDH (1:5000), Anti-FoxM1 (1:2000), Anti-ITIH5 (1:2000) oder
Anti-His (C-Term) (1:5000) in einer 2,5%igen Magermilch PBS-Lsg. Nach mehrmaligem
Waschen mit PBS-Tween wurde die Membran für eine weitere Stunde bei RT unter Schüt-
teln mit einem komplementären sekundären HRP-konjugierten Antikörper inkubiert. Die
Sekundär-Antikörper wurden entsprechend den Herstellerangaben (Dako) in 2,5%igen
Magermilch PBS-Lsg. verdünnt. Nach weiteren Waschschritten mit PBS-Tween erfolgte
die Visualiserung der Proteinbanden mittels eines Chemilumineszenz-Detektionssystems.
Hierbei kommt es zur Oxidation von Luminol durch HRP in Anwesenheit von Wasserstoff
und damit zur Abgabe von Chemilumineszenz im blauen Wellenlängenbereich. Mit Hil-
fe eines Röntgenfilm kann dieses detektiert werden, wobei die Expositionszeiten zwischen
zehn Sekunden und 30 Minuten variieren können. In Abhängigkeit der Proteinmenge wur-
de zur Detektion das SuperSignal West Pico Substrate (Pierce, Rockford, USA) oder das
sensitivere SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Pierce, Rockford,
USA) den Herstellerangaben entsprechend verwendet.
2.15.11 Ponceau-S-Färbung
Zur Kontrolle eines erfolgreichen Proteintransfers wurden die auf der Nitrozellulose-Mem-
bran transferierten Proteine reversibel mit Ponceau-S für zehn bis 15 Minuten auf einem
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Schwenktisch angefärbt (Nachweisgrenze: 5-15 ng/mm2). Anschließend wurde mit H2O
gewaschen und die Proteinbanden - wenn nötig - photographisch dokumentiert.
2.15.12 Protein-Detektion mittels Coomassie-Färbung
Die Färbung der Gele mit Coomassie diente der Visualisierung vorhandener Proteins-
pots. Hierzu wurde das Gel mit 45% (v/v) Methanol, 5% (v/v) Essigsäure (C2H4O2) und
50% (v/v) H2O für mindestens 30 Minuten fixiert. Nach Entfernen der Essigsäure durch
drei folgende Waschschritte mit H2O erfolgte die Färbung mittels Coomassiefärbe-Lsg.
für zehn bis 15 Minuten. Nach Erreichen der gewünschten Färbe-Intensität wurde die
Reaktion mit 1% (v/v) Essigsäure gestoppt und bis zur Weiterverwendung aufbewahrt.
2.15.13 Proteinidentifizierung mittels Massenspektrometrie (MALDI-TOF)
Die Identifizierung von sezerniertem ITIH5-Protein erfolgte mittels massenspektrometri-
scher MALDI-Methode (Matrix-unterstützte Laserdesorption / Ionisierung) unter Ver-
wendung eines Flugzeitrohrs TOF (time-of-flight). Diese Form der Massenspektrometrie
(Karas et al., 1987) beruht auf einer niedermolekularen organischen Verbindung, der Ma-
trix, die durch Ko-Kristallisation mit der zu analysierenden Peptid-Probe eine Auflösung
größerer Proteine ermöglicht. Beim Beschuss der kristallinen Oberfläche der Analyte durch
einen ultravioletten Laserimpuls für wenige Nanosekunden (3-4 ns) kommt es zur Frei-
setzung sowohl von Peptid- als auch von Matrixmolekülen aus dem Kristallgitter. Letz-
tere absorbieren die Laserenergie und geben diese partiell in Form einer Protonierung an
die Peptide weiter (Karas und Kruger, 2003). Die ionisierten, positiv-geladenen Peptide
können nun in einem elektrischen Feld beschleunigt und in einer feldfreien Driftstrecke
(TOF-Analysator) aufgetrennt werden. Die Assoziation zwischen Masse (m), Ladung (z)
und Flugzeit (t) eines Ions im TOF-Analysator ist durch folgende Formel definiert:
m
z
= t2(
2eU
L2
)
Hierbei entspricht U der Beschleunigung, e der Elementarladung und L der Länge
der feldfreien Driftstrecke (Lottspeich und Engels, 2006). Entsprechend führen Massen
(m)-Differenzen zu unterschiedlichen kinetischen Energien einzelner Ionen und bestim-
men damit die Geschwindigkeit v. Folglich können Ionenpakete während des Fluges durch
eine konstante feldfreie Driftstrecke im Flugrohr ihres Masse-Ladungsverhältnisses (m
z
)
entsprechend aufgetrennt werden. Mit Hilfe der PMF-Methode (peptide mass fingerprint)
(Thiede et al., 2005) lassen sich die Summenspektren dieser Analysen unter Verwen-
dung von Datenbanken ( wie z.B. SwissProt) spezifischen Peptidsequenzen zuordnen.
Dabei erstellen die Datenbanken unter Verwendung eines geeigneten Algorithmus (hier:
MASCOTTM ), über die Berechnung eines theoretischen in silico Verdaus aller Proteine,
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eine Wahrscheinlichkeitsübereinstimmung zwischen errechneten und gemessenen Massen-
listen und bestimmen die Signifikanz (den sogenannten Score) des identifizierten Proteins.
Durchführung:
Zwecks Identifizierung von Proteinen mittels PMF-Methode ist ein Verdau der kom-
plexen Proteine vonnöten. Dieser erfolgte mittels der Protease Trypsin (in 50 mM Es-
sigsäure; Promega) an Proteinspots Coomassie-gefärbten Gele. Dazu werden die Spots
zunächst mittels Entfärbe-Gebrauchslösung (Lösung 1 und 2 (1:1); Tab. 20) (15 µl je
Spot) für eine Minute inkubiert und anschließend gründlich gewaschen. Waschlösung A
und B wurden im Verhältnis 1:1 (jeweils 10 µl) auf die Gelspots gegeben und für zehn
Minuten inkubiert. Im Anschluss wurde in drei Schritten alternierend Lösung A und B je
zehn Minuten zugegeben um nachfolgend die Gelstücke für zehn Minuten in einer Speed
Vac zu trocknen. Durch Zugabe von Trypsin (30 mM Na2S2O3; 12,5 ng/µl) erfolgte
der Proteinverdau ü.N. bei 37 ℃ unter stetigem Schütteln (600 rpm). Die Analyse der
Spots erfolgte am nächsten Tag nach der Dried droplet Matrixpräparation mit α-Cyano-4-
Hydroxyzimtsäure (α-CHCA). Vor der Präparation der Matrix wurden die getrockneten
Gelstücke mit 0,1% TFA für 20 Minuten äquilibriert. Folgend wurde die Matrixsubstanz
α-CHCA (bis zur Sättigung) mit 97% (v/v) Aceton und 3% (v/v) 0,1% TFA vermischt
und in einem Ultraschallbad für zehn Minuten unter Schütteln gelöst. Es wurden 5 µl
Matrixlösung auf einem Target (Anchor-Target) aufgetragen sowie 5 µl Proteinstandard,
welcher der Kalibrierung der MS-Spektren diente (Tab. 20), sowie abschließend 3 µl der
Proteinprobe zugegeben. Die Aufnahme der Massenspektren tryptischer Peptide erfolgte
in einem 4800 TOF/TOF Analyzer von Applied Biosystems und wurde durch Dr. Corin-
na Henkel (AG Proteomics des Instituts für Pathologie, RWTH Aachen) durchgeführt.
Die Datenbanksuche wurde mittels MASCOTTM Datenbank (Matrix Science Ltd., UK;
Perkins et al., 1999) realisiert.
2.16 Zellbiologische Methoden
2.16.1 Kultivierung humaner Zelllinien
Alle Arbeiten wurden an einer Sterilbank durchgeführt, um insbesondere bakterielle Kon-
taminationen zu vermeiden. Die Kultivierung humaner Zelllinien erfolgte in Zellkulturge-
fäßen mit einer Größe von 25 cm2 (T25) bzw. 75 cm2 (T75) bei 37 ℃, einer CO2-Sättigung
von 5% und bei einer Luftfeuchtigkeit von 95%. Sämtliche humane Zelllinien benötigten
zum Medium als Minimal-Zusatz 10% fetales Kälberserum (FKS), 2 mM L-Glutamin,
50 U/ml Penicillin und 50 µg/ml Streptomycin (Medien und Zusätze für die einzelnen
Zelllinien sind in Kapitel 2.10 aufgeführt). Zwecks optimaler Kulturbedingungen musste
das Medium alle zwei bis drei Tage ausgetauscht werden. Dabei diente ein im Medium
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enthaltender pH-Indikator (Phenolrot), dessen Farbumschlag vom Rot ins Gelbe eine An-
säuerung des Mediums durch Stoffwechselprodukte der Zellen signalisierte, als Kontrolle.
2.16.2 Ernte humaner Zelllinien
Im Falle einer Konfluenz adhärenter Zellen von 70-80% erfolgte die Ernte bzw. das Passa-
gieren der Zellen. Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen mit sterilem PBS
gewaschen und nach Zugabe einer Trypsin-EDTA-Lösung für drei bis fünf Minuten bei
37 ℃ (Trypsin-Temperaturoptimum) inkubiert. In diesem Schritt kommt es zum proteo-
lytischen Abbau von Oberflächen-Adhärenzproteinen. Zudem bindet das EDTA die für
das Adhärieren notwendigen zweiwertigen Ionen (Ca2+ und Mg2+), so dass als Folge ein
effektives Ablösen der Zellen vom Untergrund des Zellkulturgefäßes bewirkt wird. Dieser
Vorgang wird durch eine Inkubation bei 37 ℃ und gelegentliches Klopfen forciert. Die
proteolytische Zellablösung wird lichtmikroskopisch kontrolliert und durch Zugabe von
frischem FKS-haltigem Medium, welches Proteasen inhibiert sowie zelltoxisches EDTA
verdünnt, gestoppt. Im Anschluss wurden die Zellen bei 250 × g pelletiert und die Zellse-
dimente in frischem Medium resuspendiert. Diese konnten neu ausgesät bzw. konserviert
werden oder standen funktionellen Analysen sowie zur RNA- und DNA-Extraktion zur
Verfügung.
2.16.3 Kryokonservierung humaner Zelllinien
Zwecks Kryokonservierung wurden die Zellen wie im Kapitel 2.16.2 beschrieben pelletiert.
Dieses wurde anschließend in PBS aufgenommen um nach erneuter Zentrifugation bei 250
× g in 2 bis 3ml DMSO (Dimethylsulfoxid))-haltigem (20% FKS) Einfriermedium (je nach
Größe des Pellets) resuspendiert zu werden. DMSO schützt die Membranen einer Zelle
vor der Bildung von Eiskristallen. Zugleich weist DMSO jedoch eine hohe Zell-Toxizität
auf, so dass es notwendig ist auf Eis (4 ℃) zu arbeiten sowie die Zeiträume des Einfrierens
(und des Auftauens) möglichst kurz zuhalten. Abschließend wurde je 1 ml der Zellsus-
pension in ein Kryoröhrchen aliquotiert und für ca. eine Stunde im Stickstoffdampf eines
Einfriergeräts (NICOOL LM10, Air Liquide GmbH, Düsseldorf) zellschonend tiefgefroren.
Die Lagerung erfolgte in einem mit flüssigem Stickstoff gefüllten Kryotank (-196 ℃). Bei
Bedarf wurden die in flüssigem Stickstoff gelagerten Zellen bei 37 ℃ in einem Wasserbad
erwärmt. Zur Vermeidung eines osmotischen Schocks der Zelle erfolgte unverzüglich die
tropfenweise Zugabe von 20 ml vorgewärmten und Gas-äquilibriertem DMEM-Medium
(inkl. 20% FKS). Nach Zentrifugation und Resuspension des Pellets in frischem 20%-FKS-
haltigem Medium wurde die gesamte Zellsuspension rasch in ein T75-Zellkulturgefäß mit
10 ml vorgelegtem Medium überführt.
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2.16.4 Zellzahlbestimmung
Die Quantifizierung der Zellzahl erfolgte mit dem automatisierten Zellzähler CASY-1r
der Firma Schärfe System GmbH (Reutlingen). Das Messprinzip fußt dabei auf einer Wi-
derstandsänderung an einer Messkapillare beim Eintritt der Zellen in die Messpore. Beim
Durchtritt durch die Messkapillare verdrängen die Zellen eine ihrem Volumen entsprechen-
de Menge an Elektrolyt-Lösung. Die entstehende Widerstandserhöhung ist ein Maß für
die Zellgröße, während die Anzahl der Widerstandserhöhungen pro Messung der Anzahl
der Zellen entspricht. Damit können unerwünschte Artefakte (Zelltrümmer, Aggregate,
tote Zellen) von der Lebendzellzahl diskriminiert werden. Zwecks Messung von gelösten
Zellen wurden 100 µl Zellsuspension in 9,9 ml einer isotonischen Salzlösung verdünnt.
2.16.5 In vitro DNA-Demethylierung
Grundlagen:
Die Demethylierung von in vitro kultivierten Zelllinien ermöglicht eine funktionelle
Assoziation zwischen der DNA-Methylierung in Promotorregionen und des Expressions-
status des jeweiligen Gens herzustellen und damit diese als molekularen Mechanismus
zur Genregulation zu bekräftigen. Hierzu wird den Zellen das Aza-Nukleosid-Derivat 5-
Aza-2’-Desoxycytidin (DAC) appliziert, das als Basenanalogon von Cytidin in die geno-
mische DNA während der Replikationsphase von proliferativen Zellen eingebaut wird.
Durch eine kovalente Bindung von DAC an DNA-Methyltransferasen (DNMT) kommt
es zur irreversiblen Hemmung dieses Enzyms (Constantinides, Jones und Gevers, 1977;
Santi, Norment und Garrett, 1984; Egger et al., 2004). Die Folge ist eine Inhibierung der
de novo-Methylierung und letztlich eine sukzessive globale Demethylierung der komplet-
ten genomischen DNA behandelter Zellen. Um zusätzlich die synergistische Wirkung der
Chromatinkonfiguration zu beurteilen, wird 16 Stunden vor Abbruch des Experiments
das Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin A (TSA) zugegeben, das eine Auflockerung
des ggf. hypoacetylierten Chromatins zur Folge hat (Peinado et al., 2004).
Durchführung:
Nach Zellzahlbestimmung wurden 3×104 Zellen/cm2 in 6-Well Zellkultur-Schalen aus-
gesät. Es wurden je zu behandelnde Zelllinie vier Ansätze im Duplikat (2× unbehandelte
Kontrolle, 2× DAC, 2× TSA, 2× DAC / TSA) vorbereitet, jeweils für die DNA- und
RNA-Exktraktion. Im Demethylierungsansatz wird Medium mit 1 µM DAC zugegeben.
Die frische Zugabe erfolgt mit gleichzeitigem Mediumwechsel jeweils über einen Verlauf
von drei Tagen alle 24 Stunden. 16 Stunden vor Ende des Experiments erfolgt die Appli-
kation von TSA in einer Endkonzentration von 300 nM . Nach abschließender Inkubation
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für weitere 24 Stunden wurden die Zellen geerntet (Kapitel 2.16.2) und jeweils die RNA
(Kapitel 2.14.3) und die genomische DNA (Kapitel 2.14.1) extrahiert.
2.16.6 Transiente Transfektion
Grundlagen:
Die transiente Transfektion von Fremd-DNA in humane Zelllinien diente in dieser Ar-
beit der Isolation sowie der Lokalisationsbestimmung von ektopisch exprimierten ITIH5-
Molekülen. Je nach Anwendung kamen die im Kapitel 2.14.21 beschriebenen Vektorkon-
strukte zum Einsatz. Die Transfektion wurde mit dem Transfektionsreagenz FuGeneHD
(Roche Diagnostics) den Herstellerangaben entsprechend durchgeführt. Diese Technik zur
genetischen Manipulation von eukaryotischen Zellen basiert auf einer Liposomen vermit-
telten Transfektion. Dies bedeutet, dass beim Mischen von DNA und Liposomen die
negativ geladenen DNA-Moleküle mit der positiv geladenen Oberfläche der Liposomen
unter Ausbildung von DNA-Liposomen-Komplexe interagieren und schließlich vermittelt
durch ein Verschmelzen mit der Zellmembran in das innere der Zelle aufgenommen werden
(Lottspeich und Engels, 2006).
Durchführung:
Zwecks Transfektion wurden in 6-Well Kulturplatten die zu transfizierenden Zellen
(z.B. MDA-MB-231 oder 293T) in einer Konzentration von 1, 05×104 Zellen/cm2 ausge-
sät und bis zu einer Konfluenz von 60-70% kultiviert. Die optimale Transfektions-Ratio
zwischen FuGeneHD und Vektor-DNA musste für die jeweilige Zelllinie bzw. das jeweilige
Vektorkonstrukt in Vorversuchen bestimmt werden.
Tabelle 52: Transfektions-Schema
Well Funktion Vektor-DNA FuGeneHD SFM
A Unbehandelte Kontrolle - - 100 µl
B Reagenz-Kontrolle - 6 µl 94 µl
C DNA-Kontrolle 1 µg - 100 µl
D Transfektionsansatz 1 µg 3 µl 97 µl
E Transfektionsansatz 2 µg 3 µl 97 µl
F Transfektionsansatz 1 µg 6 µl 94 µl
Dieser Transfektions-Ansatz erfolgte mit serumfreien-Medium (SFM), um eine Störung
bei der Ausbildung von DNA-Liposomen Komplexen nicht vermeiden. Ein entsprechendes
Transfektions-Schema ist der Tabelle 52) zu entnehmen. Nach Zugabe des Transfektions-
ansatzes auf die in 2 ml Medium (inkl. FKS) adhärenten Zellen, wurden diese für 48 bis
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72 Stunden kultiviert. Zwecks Aufreinigung rekombinatnen ITIH5-Proteins wurde im An-
schluss das Selektivum Zeozin (100 µg/ml; Invitrogen) zugegeben, das zur Anreicherung
transfizierter Zellen über einen Zeitraum von sieben bis 14 Tagen führt. Abschließend
erfolgte nach Feststellung der Protein-Überexpression die Anwendung der Analysen.
2.16.7 Herstellung von stabilen, genetisch-veränderten Einzelklonen
Grundlagen:
Für die Charakterisierung der biologischen Funktion von ITIH5 für die Entstehung
und Progression humaner Harnblasen- und Mammakarzinome ist ein adäquates Tumor-
modell unabdingbar. Dabei stellen Zelllinien eine leicht verfügbare Quelle von Tumorzel-
len dar, die jeweilige Tumorsubtypen repräsentieren können (Neve et al., 2006). Hierbei
muss über einen längeren Zeitraum ein stabiles System für in vitro Versuche gewähr-
leistest sein. Zudem ist es vonnöten den genetischen Hintergrund innerhalb einer Zell-
linie zu minimieren, um reproduzierbare funktionelle Analysen und damit Rückschlüsse
auf das Wirken des ektopisch-exprimierten Gens zu ermöglichen. Zwecks dieser Anfor-
derungen wurden in dieser Arbeit die papilläre Harnblasenkarzinomzelllinie RT112 mit
einem ITIH5-Volllängen-cDNA enthaltendem Vektorkonstrukt (vgl. Kapitel 2.13.1) so-
wie dem Leervektor (zur Generierung von Kontroll-Transfektanden) stabil transfiziert.
Stabile ITIH5- sowie Kontroll-Einzelklone standen aus Vorarbeiten der “AG Molekulare
Onkologie” der RWTH Aachen zur Verfügung und mussten vor funktionellen Analysen
auf Reexpression des ITIH5-Proteins getestet werden.
2.16.7.1 G418 Konzentrationsbestimmung
Zwecks Positiv-Selektion von genetisch-veränderten Einzelklonen musste im Vorfeld die le-
tale Konzentration des eingesetzten Selektivums (hier: G418) experimentell ermittelt wer-
den. Die Applikation unterschiedlicher Konzentrationen des G418-Antibiotkums, das u.a.
eukaryotische Zellen am Wachstum hindert, erfolgte an der RT112 Wildtyp-Zelllinie über
einen Zeitraum von 14 Tagen. Dazu wurden in sterilen 6-Well-Platten 1, 05×104 RT112
Zellen/cm2 ausgesät. Im unmittelbaren Anschluss wurden unterschiedliche Antibiotikum-
Konzentrationen (Tab. 53) dem Medium zugesetzt. Alle zwei bis drei Tage wurde das
Kultur-Medium sowie die entsprechende Konzentration des Antibiotikums G418 erneuert.
Nach 14 Tagen erfolgte die Beurteilung der letalen Dosis. Dabei entsprach die niedrigste
Antibiotikum-Menge, die innerhalb der Inkubationszeit zum Tod aller Zellen geführt hat-
te, der optimalen G418-Konzentration für den folgenden stabilen Transfektions-Ansatz.
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Tabelle 53: G418 Verdünnungsreihe
Well G418 [ng/µl]
A1 Kontrolle ohne Zusatz
B1 1000
C1 800
D1 600
E1 500
F1 400
A2 250
B2 150
C2 100
D2 50
E2 20
F2 10
2.16.7.2 Lipofektion
Die Transfektion der humanen RT112 Zellen mit dem ITIH5-Vektorkonstrukt bzw. Leer-
vektor wurde mit dem Transfektionsreagenz FuGeneHD (Roche Diagnostics) wie unter
Kapitel 2.16.6 den Herstellerangaben entsprechend durchgeführt. Die optimale Transfek-
tions-Ratio zwischen FuGeneHD und der Vektor-DNA betrug 2:3 und wurde nach folgen-
dem Schema (Tab. 54) umgesetzt:
Tabelle 54: Transfektions-Schema
Well Funktion Vektor-DNA FuGeneHD SFM
A Selektions-Kontrolle - - 100 µl
B Reagenz-Kontrolle - 6 µl 94 µl
C DNA-Kontrolle 1 µg - 100 µl
D Transfektionsansatz 2 µg 3 µl 97 µl
2.16.7.3 Selektion von Einzelklonen
Im Folgenden wurden 72 Stunden nach der Transfektion die Ansätze (A) und (D) weiter-
geführt. Für die weitere Kultivierung wurden die Ansätze (B) und (C), die der Kontrolle
der Transfektionstoxizität dienten, verworfen. Ansätze (A) und (D) wurden standardmä-
ßig durch Trypsinierung geerntet und anschließend in einer Verdünnungsreihe (das Schema
ist der Tabelle 55 zu entnehmen) in Zellkultur geeigneten Petrischalen (Durchmesser: 10
cm) ausgesät. Dies diente der späteren Selektion von Einzel-Zellkolonien. Die Ansätze
wurden für 24 Stunden bei 37 ℃ inkubiert, um anschließend mit dem Selektivum G418,
in einer im Vorversuch ermittelten Endkonzentration von 200 ng/µl, versetzt zu werden.
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Tabelle 55: Titrations-Schema
Verdünnung je Ansatz 1:2 1:4 1:10 1:20 1:50
Medium 5 ml 7,5 ml 9 ml 9,5 ml 9,8 ml
Zellsuspension 5 ml 2,5 ml 1 ml 500 µl 200 µl
Aufgrund der maximal zu erwartenden Wahrscheinlichkeit einer stabilen Integration
der transfizierten DNA in eine Zelle von 10−4 (Mülhardt, 2003) musste vor der Selektion
einzelner Klone sichergestellt werden, dass keine untransfizierten Zellen isoliert werden.
Die Zellen im Ansatz (A) fungierten dabei als Selektionskontrolle. Erst nach Absterben
aller Wildtyp-Zellen durch die Wirkung des Selektivums G418 konnte mit der Selektion
einzelner Klone begonnen werden.
2.16.7.4 Isolierung und Aufzucht einzelner Klone
Mit Hilfe von sterilen, eingefetteten Klonierungsringen wurden isoliert-wachsende Ein-
zelklonkolonien durch Trypsinieren gelöst und in 96-Well-Schalen umgesetzt. Zwecks ef-
fizienter Ausbeute wurden die selektierten G418-resistenten Zellen mit konditioniertem
und/oder 20% FKS-haltigem Medium zum Wachstum angeregt. Nach Erreichen einer
Konfluenz von 80-90% wurden die Einzelklone in ein nächstgrößeres Kulturgefäß über-
führt [48 Well-, 24 Well- und 6-Well-Platte], um abschließend in T75-Zellkulturgefäßen
kultiviert zu werden. Im Folgenden wurden die aufgezogenen ITIH5- und Leervektor-Klone
auf Expression von ITIH5 auf DNA-, RNA- und Protein-Ebene getestet. Hierbei ist zu
beachten, dass bei stabiler Integration der Volllängen-cDNA größere Einheiten ligierte
Konstrukte ins Genom eingebaut werden können (Mülhardt, 2003).
2.16.8 Fluoreszenz-Mikroskopie von ITIH5-eGFP-Fusionsproteinen
Zwecks Lokalisations-Analysen von fusionierten ITIH5-GFP-Fusionsproteinen wurde nach
transienter Transfektion humaner Zelllinien eine Fluoreszenzmikroskopie durchgeführt.
Hierzu wurden sterile 12 mm Glas-Coverslips in einer 24-Well Zellkulturschale mit 0,01%
Poly-L-Lysin Lsg. (Sigma) beschichtet und für eine Stunde bei 37 ℃ getrocknet. An-
schließend wurden in einer 24-Well Zellkulturschale jeweils 1×103 Zellen/cm2 auf den
Coverslips ausplattiert und für 24 Stunden kultiviert. 72 Stunden nach transienter Trans-
fektion (Kapitel 2.16.6) klonierter Fusionsvektoren (Kapitel 2.13.3) wurden die adhärenten
Zellen mittels 4% PFA fixiert, die Zellkerne mit Hoechst 33258 Lsg. (0,5 µ/ml in PBS;
Sigma) angefärbt und mit Hilfe von Prolong (Molecular Probes) eingedeckelt. Das Em-
missionsmaximum von eGFP liegt bei λ=509 nm, das von Hoechst bei λ=461 nm. Die
fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte an einem Axioplan (Zeiss) oder zwecks
mehrschichtiger (3D) Aufnahmen an einem Axiovert 200M mit ApoTome (Zeiss).
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2.16.9 Zellpräparation für die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
In vitro kultivierte Zellen wurden für 18 Stunden mittels 3% Glutaraldehyd (in 0,1M Sö-
rensen Phosphat-Puffer) fixiert und anschließend in 0,1M Sörensen Phosphat-Puffer ü.N.
gewaschen. Dann wurden die fixierten Zellen mit OsO4 (in 17% Sukrose-Puffer) versetzt,
mit ddH2O gespült um anschließend mit einer aufsteigenden EtOH-Reihe (30-100%) sowie
100% Propylenoxid dehydriert zu werden. Abschließend wurden die Zellschichten in Epon
gefüllte Gelatine-Kapseln eingebettet, bei 37 ℃ für acht Stunden polymerisiert und für
56 Stunden bei 60 ℃ getrocknet. Diese wurden anschließend in 70-100 nm dicke Ebenen
geschnitten und mit Uranylacetat sowie Bleizitrat kontrastiert. Die Analyse der Proben
erfolgte an dem PHILIPS Elektronenmikroskop 400T bei einer Spannung von 60 kV .
2.16.10 Zellpräparation für die Rasterelektronenmikroskopie (REM)
In vitro kultivierte Zellen wurden für mindestens eine Stunde mittels 3% Glutaraldehyd (in
0,1 M Sörensen Phosphat-Puffer) fixiert und in 0,1 M Sörensen Phosphat-Puffer gespült.
Anschließend wurden die fixierten Zellen mit einer aufsteigenden EtOH-Reihe(30-100%)
dehydriert. Durch eine “Kritische-Punkt-Trocknung” in CO2 (CPD 010, Balzers Union,
FL) wurde das Wasser der Proben durch Alkohol weiter substituiert. Die getrockneten
Zellschichten wurden auf Probentellern fixiert und mittels Kathodenbestäubungsverfahren
mit Gold beschichtet. Die Analyse der Zellproben erfolgte an einem ESEM XL 30 FEG
(FEI Philips, Eindhoven, Niederlande) im Hochvakuum bei einer Spannung von 10 kV .
Die Aufnahme der Mikrobilder erfolgte mittels CCD Kamera.
2.17 Funktionelle in vitro Experimente
2.17.1 XTT-Proliferationstest
Untersuchungen zum Wachstumsverhalten von humanen Harnblasenkrebszellen erfolgten
mittels “XTT-Zellproliferations-Kit” von Roche (Roche Diagnostics, Mannheim) den Her-
stellerangaben entsprechend. Der Test fußt auf der von mitochondrialen Dehydrogenasen
katalysierten Reduktion des Tetrazolium Derivats XTT in metabolisch-aktiven Zellen.
Das bei der Reduktion entstehende Formazan-Salz besitzt eine deutlich höhere Löslich-
keit in Wasser und färbt die Lösung gelb, welches Licht einer Wellenlänge zwischen λ=450
nm und λ=500 nm absorbiert. Zwecks Durchführung wurden 3, 125×103 Zellen/cm2 in
96-Well Zellkulturschalen im sechsfach Ansatz für vier unterschiedliche Messzeitpunkte
(24, 48, 72 und 96 Stunden) ausgesät und im Brutschrank bei 37 ℃ und 5% CO2 Sät-
tigung und bei einer Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert. Nach 24 Stunden erfolgte die
erste Messung, jeweils nach Erneuerung des FKS-haltigen Mediums, durch Zugabe des
XTT-Reagenz. Dieses musste im Vorfeld durch ein Elektronenentkopplungs-Reagenz, das
dem XTT-Reagenz in einem Verhältnis von 1:50 zugegeben wurde, aktiviert werden. Vier
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Stunden nach Zugabe von 50 µl der aktivierten XTT-Lösung je Well erfolgte die Quan-
tifizierung mittels eines ELISA-Readers (Infinitive500, Tecan). Die gebildete Menge an
Formazan entsprach einer proportionalen Zellzahl. Eine Messung der Licht-Wellenlänge
(λ=650 nm) diente als Referenz unspezifischer Absorption.
2.17.2 Zell-Matrix Adhäsionstest
Zur Ermittlung der Zell-Matrix-Adhäsion, d.h. die Fähigkeit von Krebszellen in vitro
an Oberflächen zu adhärieren, bestand die Notwendigkeit eine möglichst physiologische,
zugleich mit Hinblick auf die Wirkung des zu untersuchenden Moleküls (ITIH5), auch
funktionelle Oberfläche zu simulieren. Aufgrund der möglichen Interaktion von ITIH5
mit Hyaluronsäure (Zhuo, Hascall und Kimata, 2004) wurde der funktionelle Adhäsions-
test auf einer mit 100 µg/ml HA (Sigma-Aldrich) beschichteten Zellkultur-Oberfläche in
Anlehnung an Paris et al. (Paris et al., 2002) durchgeführt. 48 Stunden nach der Beschich-
tung von 6-Well Zellkulturschalen wurden je Well 5, 2×104 Zellen/cm2 in einem Volumen
von 2 ml SFM ausgesät. Anschließend erfolgte eine Inkubation von 30 Minuten bei 37
℃ im Brutschrank. Nicht-adhärente Zellen wurden daraufhin durch mehrmaliges vorsich-
tiges Waschen mit SFM beseitigt und mit 70% EtOH (in H2O) für zehn Minuten bei
RT fixiert. Es folgte die Färbung der adhärenten Zellen mit 0,1% Kristallviolett-Lösung
für 20 Minuten bei RT. Im Anschluss wurden die adhärenten Tumorzellen vorsichtig
mit ddH2O gewaschen und bei 37 ℃ ü.N. getrocknet. Abschließend erfolgte mit 0,002%
Triton-X in 100% Isopropanol unter Schütteln der Platten für fünf Minuten die Lösung
des Farbstoffs. Dabei korrelierte die bläuliche Färbung des Überstands mit der Anzahl
der adhärenten Zellen. Jeder Ansatz wurde in Dreifachbestimmung durch Absorptions-
messung in einem ELISA-Reader bei einer Lichtwellenlänge von λ=590 nm quantifiziert.
Mögliche Hintergrundfärbung wurde durch eine Dreifachbestimmung mit zellfreien HA
beschichteten Wells bestimmt und von den Messwerten subtrahiert.
2.17.3 Wundheilungstest
Das Migrationsverhalten von humanen Krebszellen wurde mittels Wundheilungstest (auch
als Scratch-Assay bezeichnet) analysiert (Sahai, 2005). Hierzu wurden 5, 2×104 Zellen/cm2
in 6-Well-Platten ausgesät und bis zur Konfluenz (100%) bei 37 ℃, 5% CO2 und 95%
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Mittels einer 100 µl Pipettenspitze wurden mehrere Kratzer
(Scratchs; Breite: 500 µm) parallel in den konfluenten Zellrasen eingebracht. Abgeschab-
te Zellreste wurden durch zwei folgende Waschschritte mit sterilem PBS entfernt. Nach
Zugabe von 2 ml Kulturmedium je Well wurde die Neubesiedlung eines gekennzeichne-
ten Areals - beginnend zum Zeitpunkt des gesetzten Scratchs - alle 24 Stunden mittels
des Axiovert TV100 (Zeiss) Mikroskop und einer hochauflösenden ColourVision III CCD
Kamera fotografiert und dokumentiert. Zwecks vollständiger Dokumentation der Wunde
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erfolgte dies bei 2,5-facher Vergrößerung. Die Quantifizierung der zellfreien Fläche (in
Pixel) erfolgte mittels ImageJ Software (1.45). Daraus ergab sich für jeden Ansatz und
jedem Zeitpunkt ein bestimmter Pixel-Wert für die verbliebene Oberfläche in Relation
zur Ursprungsfläche zum Zeitpunkt T = 0. Die Ansätze wurden bis zur vollständigen
Besiedlung des Spaltes dokumentiert.
2.17.4 Koloniebildungstest
Mit Hilfe des Koloniebildungstests (engl. Colony Formation Assay) kann das Zellwachs-
tum von humanen Krebszellen über einen längeren Zeitraum bestimmt werden. Bei der
Koloniebildung spielen neben der proliferativen Aktivität auch migratorische sowie Zell-
Matrix- und Zell-Zell-adhäsive Fähigkeiten der Zellen eine Rolle und geben damit Auf-
schluss über das progressiv-assoziierte Verhalten von Krebszellen. Nach der Zellzählung
mit dem CASY-1 wurden 1×102 Zellen/cm2 in einer 6-Well-Platte in einem Volumen von
2ml DMEM-Medium in einer Dreifachbestimmung ausgesät. Im Falle stabiler Einzelklone
wurde jedem Ansatz G418 zugegeben um über den gesamten Zeitraum den Selektions-
druck aufrecht zu erhalten. Es folgte eine Kultivierung der Zellen für 14 Tage bei 37
℃ im Brutschrank mit Zugabe von neuem Medium sowie G418 alle zwei bis drei Tage.
Dann wurden die Einzelkolonien mit PBS gewaschen sowie mit einer 0,1% Kristallviolett-
Lsg. angefärbt und fixiert. Nach einer Inkubationszeit bei RT von 25 Minuten und einem
ausgiebigen Waschschritt mit H2O wurden die gefärbten Kolonien fotografiert. Die Quan-
tifizierung der Kolonienzahl erfolgte densitometrisch mittels ImageQuant TL Software
(Version 2003.2).
2.17.5 Dreidimensionaler MatrigelTM Infiltrationsstest
Das Zellwachstums- und Infiltrationsverhalten eines Zellverbandes ist nicht nur durch die
Interaktion mit Nachbarzellen, sondern auch durch Interaktionen mit dem umgebenen Me-
dium und Strukturen bestimmt. Um möglichst physiologische Wachstumsbedingungen zu
simulieren wurden Einzelzellen in einem dreidimensionalen (3D)-Gerüst aus MatrigelTM
(BD Bioscience) in vitro kultiviert. MatrigelTM entstammt einem Engelbrecht-Holm-
Swarm (EHS) Maus-Sarkom, einem Tumor, der reich an extrazellulärem Matrixprotein ist
und simuliert mit Komponenten wie Laminin und Collagen Typ IV die natürliche ECM.
Hierzu wurde nun eine Einzelzell-Suspension mit MatrigelTM (2, 5×103 Zellen/cm2; 1:3
v/v) in 24-Well-Zellkulturschalen angesetzt und nach Zugabe von 500 µl FKS-haltigem
Medium für sieben Tage bei 37 ℃ inkubiert. Die 3D-Koloniegebilde wurden anschließend
mittels eines Phasenkontrast-Mikroskops (Axiovert TV100, Zeiss) und einer hochauflö-
senden ColourVision III CCD Kamera fotografiert und dokumentiert.
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2.17.6 Boyden Chamber Invasionstest
Die Invasivität von humanen Krebszellen wurde mit Hilfe eines funktionellen Matrigel-
Boyden-Chamber Tests ermittelt. 24-Well Costarr Transwell-Einsätze mit einem 6,5 mm
Polykarbonat-Filter (8 µm Porengröße) wurden mit MatrigelTM (50 µg/Well) beschichtet
und für eine Stunde bei RT inkubiert. Während das MatrigelTM die Basalmembran si-
muliert, erzeugen die engen Poren eine Hürde, die Krebszellen bei der Intravasation, d.h.
der Infiltration in die Blutbahn nehmen müssen. Zwecks gerichteter Zellinvasion wurden
die Krebszellen im Vorfeld ü.N. mit SFM ausgehungert und am Tag des Tests in einer
Zelldichte von 3, 125×104 Zellen/cm2 auf das polymerisierte Matrigel des oberen Filter-
Einsatzes ausgesät. In das untere Well wurde Medium mit 10% FKS gegeben, das nun
chemotaktisch auf die ausgehungerten Zellen wirkt. Ein SFM-Ansatz diente als Kontrolle.
Nach 24 Stunden Inkubation bei 37 ℃ wurden nicht-infiltrierte Zellen auf der Oberseite
des Filters mit einem sterilen Wattestäbchen sorgfältig entfernt. Abschließend wurden
die infiltrierten Zellen auf der Unterseite des Filters mit einer 0,1% Kristallviolett-Lsg.
(80% Methanol, 3,5% Formalin) angefärbt und fixiert. Die Invasionsfähigkeit wurde bei
einer 400-fachen Vergrößerung mikroskopisch in sogenannten High-Power Fields (HPF)
quantifiziert.
2.18 In vivo Metastasierungs-Xenograftmodel
Die Verwendung von immunsupprimierten Mäusen erlaubt die Generierung von huma-
nen Xenografttransplantat-Modellen. Speziell die Injektion von humanen Karzinomzellen
in die Blutbahn der Mäuse reflektiert in möglichst physiologischer Weise die Metastasie-
rungsfähigkeit dieser Zellen. Diese Evaluierung ist mittels in vitro Modellen nicht adäquat
zu analysieren, da hier die Dissemination dieser Tumorzellen in andere Organe beschrie-
ben werden muss, die u.a. von Wechselwirkungen der Tumorzelle mit dem Mirkomilieu
(z.B. Stromazellen) abhängig ist (Hanahan und Weinberg, 2011).
2.18.1 Maushaltung
Die verwendeten Balb/cnu/nu Mäuse wurden im Institut für Versuchstierkunde bzw. Zen-
trallaboratorium für Versuchstiere (Leitung: Univ.-Prof. Dr. med. Renè H. Tolba, UK
Aachen) gemäß tierschutzrechtlichen Voraussetzungen für tierexperimentelles Arbeiten
unter pathogenfreien (SPF)-Zuchtbedingungen gehalten. Um einen konstanten Biorhyth-
mus der Tiere zu gewährleisten, verfügten entsprechende Tierhaltungsräume über eine
konstante Klimatisierung (Temperatur von 22 ± 2 ℃), eine relative Luftfeuchtigkeit von
ca. 55 ± 5% sowie Belichtungszeiten von 07:00 bis 19:00 Uhr (MEZ). Die Kultivierung
der Tiere erfolgte in durchsichtigen Polykarbonat-Käfigen (Makrolon Typ II oder Typ III)
auf staubfreiem Weichholzgranulat. Darüber hinaus wurde sterilisiertes, pelletiertes Fut-
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ter und Leitungswasser ad libidum zur Verfügung gestellt und der gesundheitliche Zustand
der Tiere in regelmäßigen Intervallen bestimmt.
2.18.2 Intranvenöse Injektion humaner Mammakarzinomzellen
MDA-MB-231 Brustkrebs Zellen (3×106 in 200 µl CO2 vor-äquilibrierten PBS-Lsg.) der
ITIH5-Testgruppe (ITIH5-Klon 7) und der Kontroll-Testgruppe (Leervektor-Klon 1) wur-
den jeweils sieben Wochen alten weiblichen Balb/c Nacktmäusen über die Schwanzvene
injiziert. Die Präparation und Zählung der Krebszellen in sterilem PBS erfolgte in zwei
unabhängigen Schritten, um mögliche unspezifische Effekte bedingt durch die Handha-
bung der Zellen zu minimieren. Die adäquate Zellzahl für die Injektion wurde im Vorfeld
durch ein Pilotexperiment evaluiert, in welchem 1×106, 2×106 und 3×106 MDA-MB-231
Kontrollzellen jeweils im Doppelansatz Balb/cnu/nu Mäusen intravenös (i.v.) durch eine
erfahrene Mitarbeiterin der Versuchstierkunde (PD Dr. Steitz) injiziert wurden. Wäh-
rend der Versuchsphase wurden die Tiere in noch engeren Abständen kontrolliert, um
Unregelmäßigkeiten im Verhalten oder Anzeichen von Schmerzen und Leiden frühzeitig
zu erkennen, das durch Wachstum der Metastase hervorgerufen werden konnte. In diesen
Fällen wurde unter Anwendung definierter Abbruchkriterien das Tier vorzeitig getötet.
2.18.3 Ganzkörper Mikrocomputer Tumorgraphie (µCT)
Um sogenannte Metastasierung-Hot-Spots zu identifizieren wurden ab dem 50. Tag nach
der i.v. Injektion der Tumorzellen die Versuchstiere mittels nicht-invasiver 3D-µCT Bild-
gebung (TomoScope 30s Duo CT Imaging, Erlangen) in Kooperation mit dem Institut für
Experimentelle Molekulare Bildgebung (ExMI) der RWTH Aachen (durchgeführt durch
Dr. Ehling) untersucht. Diese Technik bietet für das Xenograft-Modell den Vorteil entste-
hende Tumorherde umfassend visualisieren zu können - ohne die Mäuse töten zu müssen.
Darüber hinaus ermöglicht die dreidimensionale Bildgebung unter Verwendung eines Kon-
trastmittels eine Untersuchung aller relevanten Organe der Maus (Gehirn, Lunge, Leber
etc.) hinsichtlich der Existenz von Metastasen (>0,5 cm), die dann entsprechend in Grö-
ße und Anzahl bestimmt werden können. Dazu werden die Tiere (jeweils im paarweisen
Vergleich der Kontrollgruppe (Leervektor-induzierter) mit der Testgruppe (ITIH5-Vektor
induzierter)) mittels 1,5% Isofluran narkotisiert. Nach Anlegen eines intravenösen Kathe-
ters in die Schwanzvene der Maus erfolgt die µCT-Bildgebung, jeweils nativ ohne Kon-
trastmittel sowie mit Kontrastmittelzugabe. Für letzteres wird das Tier in einer für das
Gerät spezifischen Tierliege positioniert und über den bereits vorhandenen Katheter wird
eine intravenöse Injektion des Jod-haltigen Blutpoolkontrastmittels eXIA 160r (Binitio
Biomedical, Ottawa, Kanada) injiziert. Die Durchführung der Bildgebung erfolgte mittels
Dual-Energie Scans bei 41 und 65 kV (bei 0,5 mA und 1 mA) je Maus und führte zur Er-
hebung von 2880 Bildberechnungen (Größe: 1.032 × 1.024) über einen Scan-Zeitraum von
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sechs Minuten unter steter Rotation. Die Daten wurden anschließend zu Bildern mit einer
Voxel (3D äquivalent eines Pixels)-Größe von 70×70×70 µm3 rekonstruiert (Feldkamp-
Typ; CT-Imaging, Erlangen) und mittels AMIDE Software (Loening und Gambhir, 2003)
analysiert. Abschließend wurde mit Hilfe der Imalytics research workstation 3.0 beta (Phi-
lips Research, Aachen) die 3D-Architektur der Bilder hergestellt und visualisiert.
2.18.4 Zervikale Dislokation und Extraktion von Maus-Organen
Die Mäuse (je Testgruppe paarweise) wurden 50 Tage nach der i.v. Injektion humaner
Brusttumorzellen mit Isofluran betäubt, durch gezielte zervikale Dislokation getötet und
anschließend gewogen. Die Entnahme der Organe erfolgte direkt nach der Tötung. Hierzu
wurde die Bauchhöhle durch einen Längsschnitt entlang der Linea-alba (Sehnenstrang
zusammengewachsener Bauchmuskeln) eröffnet und Lunge, Herz, Pankreas sowie Leber
präpariert. Im Anschluss wurden die Mäuse dekapitiert. Zwecks Entnahme des gesam-
ten Gehirns aus der Schädelhöhle, musste der Schädelknochen entlang der Schädelnähte
durchtrennt werden. Die Organe wurden stereomikroskopisch (Discovery V12, Zeiss) be-
gutachtet bzw. mittels CCD Kamera photographisch dokumentiert sowie sichtbare Meta-
stasen mit Hilfe der DISKUS Software (Königswinter) analysiert. Anschließend wurden
die Organe zwecks längerfristigen Konservierung zügig in Formalin fixiert und in Paraffin
eingebettet. Diese FFPE-Gewebeproben standen nun der RNA-Extraktion (vgl. Kapi-
tel 2.14.3) sowie histopathologischen und immunhistochemischen Analysen (vgl. Kapitel
2.15.3) zur Verfügung.
2.18.5 Histopathologische Begutachtung induzierter Lungenmetastasen
FFPE-Lungengewebsschnitte (2 µm) (jeweils zwei Schnitte der vertikalen Ebene mit einem
Abstand von 30µm pro fixiertem Lungenorgan) wurden - wie unter 2.15.2 beschrieben -
H&E-gefärbt und anschließend durch eine Pathologin histopathologisch ausgewertet. In
Lungen gewachsene Metastasen wurden der Größe nach in drei Kategorien (>0,5 cm;
ca. 0,1 cm und <0,1 cm) unterteilt und quantifiziert. Die Auswertung erfolgte in einem
“verblindeten Studienmodell”.
2.19 Statistische Methoden
Sämtliche statistischen Analysen erfolgten mittels SPSS 17.0 (SPSS, IL, USA) oder Gra-
phPad Prism (5.0, CA, USA) und waren zweiseitig angelegt. Die statistisch signifikante
Fehlerwahrscheinlichkeit war mit P-Wert ≤ 0,05 definiert. Die Evaluierung der klinischen
Biomarker-Relevanz der TIMP2 -, ECRG4 - und ITIH5 -Promotormethylierung erfolgte
mittels ROC (Receiver Operating Characteristics) Analyse: In Abhängigkeit einer Trenn-
größe (Cut-Off-Wert) wird die Richtig-Positiv Rate (Sensitivität) gegen die Falsch-Positiv
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Rate (Spezifität) aufgetragen. Ein Maß für die Güte des Tests ist die Fläche unter der
ROC-Kurve (AUC = Area Under Curve). Der Vergleich von Effektgrößen zweier unabhän-
gigen Gruppen wurde mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test berechnet.
Die Berechnung drei oder mehr unabhängigen Stichproben erfolgte über den Kruskal-
Wallis Post-Test (zweiseitiger, nicht-parametrischer Dunn’s-multipler-Vergleichstest). Bi-
variate Korrelationsanalysen zwischen molekularen und kliniko-pathologischen Parame-
tern wurden mittels Kontingenztabellen unter Anwendung des Fisher’s Exakt-Test sowie
unter Angabe des Korrelationskoeffizienten nach Pearson durchgeführt. Univariate rezi-
divfreie Überlebensanalysen (RFÜ) wurden nach der Methode von Kaplan und Meier
berechnet (Kaplan und Meier, 1958). Das RFÜ wurde vom Zeitpunkt der Operation des
Primärtumors bis zur jeweiligen Rekurrenz bestimmt und wurde zensiert für Patienten oh-
ne Anzeichen eines Rezidivs beim letzten erfassten Mitteilungszeitpunkt. Die Signifikanz
der Funktion wurde mittels Log-Rank-Test ermittelt. Eine multivariate Cox Regressions-
Analyse mit Hilfe der Einschluss-Methode bestimmte die Unabhängigkeit univariater,
signifikanter Faktoren anderer Kovariaten in Bezug auf das Überleben der Patientinnen
und definierte das relative Risiko des betreffenden Parameters. Hierbei wurde eine P-Wert
Differenz von 20% Abweichung nach einem Modell von Mickey und Greenland verwen-
det (Mickey und Greenland, 1989). Die jeweils angewendeten Tests sind im Ergebnisteil
entsprechend angegeben.
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3 Ergebnisse
3.1 Identifizierung sowie Charakterisierung putativer DNA-Me-
thylierungsbiomarker zur Früherkennung humaner Urothel-
karzinome
Das Harnblasenkarzinom ist eine der häufigsten Neoplasien in den westlichen Industrie-
staaten, dessen frühzeitliche Diagnose mit herkömmlichen nicht-invasiven Techniken nicht
adäquat umgesetzt werden kann. In der letzten Dekade gewann die Erforschung epigene-
tischer Modifikationen - insbesondere die der DNA-Hypermethylierung CpG-reicher Pro-
motorregionen von Tumorsupressorgenen (TSG) - zur Biomarkernutzung zwecks Früher-
kennung von Tumoren an Bedeutung (Laird, 2003; Kim und Kim, 2009). Obschon bereits
vor 10 Jahren der Nachweis von Harnblasenkarzinomen anhand einer Urinproben von
Patienten mittels der kombinierten Anwendung verschiedener methylierter Genloci im
Prinzip erbracht werden konnte (z.B. Chan et al., 2002), haben es noch keine Biomarker-
kandidaten in die Anwendung der Karzinom-Früherkennung geschafft (Sanchez-Carbayo,
2012). Dies lag u.a. in einer mangelnden Sensitivität gegenüber pTa low grade Tumoren
begründet (Kim und Kim, 2009). Der Bedarf und die Notwendigkeit neue verlässliche,
diagnostische Biomarker zur Früherkennung eines breiten Spektrums von Harnblasenkar-
zinomen zu entwickeln ist daher von großer Bedeutung und ein Thema dieser Studie.
3.1.1 Erste Stufe: Identifizierung putativer DNA-Methylierungsbiomarker
In diesem Kontext sollten neue DNA-Methylierungsbiomarker, die in einem kumulativen
“Gen-Panel” (bestehend aus möglichst wenigen Einzelmarkern) mit hoher Sensitivität,
Spezifität und Robustheit zur Früherkennung von Harnblasenkarzinomen eingesetzt wer-
den können, identifiziert und validiert werden (Antony et al., 2010). Der initiale Ansatz
zur Identifizierung potentieller Kandidatengene basierte auf der beschriebenen Korrelation
von methylierten Cytosinen in Promotorregionen von Tumorgenen und der Inaktivierung
der entsprechenden Transkription (Jones und Baylin, 2002). Hierzu wurden die in Vor-
arbeiten durchgeführten DNA-Array-Expressionsanalysen an 67 Harnblasentumoren (46
pTa, drei pTis, zehn pT1 und acht pT2) im Vergleich zu acht lasermikrodissektierten Nor-
malurothelproben herangezogen (Wild et al., 2005) und von Dahl et al. (unveröffentlicht)
für die gegebene Fragestellung neu ausgewertet. Die Anforderung ausgewählter Genloci
orientierte sich an zwei definierten Kriterien: Einerseits musste die Expression des Gens in
mindestens einem Subtypen des Urothelkarzinoms korrespondierend zum Normalurothel
maximal herabreguliert vorliegen, andererseits über eine definierte CpG-Insel innerhalb
des Promotors nach den stringenten Kriterien von Takai und Jones (Takai und Jones,
2002) verfügen. Der Nachweis einer CpG-Insel erfolgte in silico auf Basis der in Ensembl
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enthaltenen Sequenzinformation des jeweiligen Kandidatengens mittels Methprimer Soft-
ware (Li und Dahiya, 2002) bzw.MSP-Primer Software (Brandes, Carraway und Herman,
2007). Für diese Analyse wurden für jedes Gen die ersten 1000 Basenpaare, lokalisiert
relativ zum stromaufwärts Transkriptionsstart, verwendet. Insgesamt konnten in der vor-
liegenden Studie 29 putative Kandidatengene, u.a. mittels erweiterter Literaturrecherche,
identifiziert werden.
3.1.1.1 Promotormethylierungsstatus potentieller Kandidatengene in huma-
nen Urothelzelllinien
Auf Basis eines dreistufigen strategischen Modell-Ansatzes zur Validierung neuer Bio-
marker für die Früherkennung (z.B. Renard et al., 2010) wurden die mittels Expressions-
profil-Analysen ausgewählten, CpG-reichen Genloci in einem ersten Schritt auf Methylie-
rung in humanen Harnblasenkarzinom-Zelllinien mittels methylierungsspezifischer PCR
(MSP) getestet.
Abbildung 16: Identifizierung methylierter Genloci in Urothelzelllinien mittels MSP. A) Re-
präsentative MSP-Ergebnisse des Methylierungsstatus verschiedener potentieller Kan-
didatengene in vier Harnblasenzelllinien (UROtsa, RT4, RT112 und J82). Mit U und
M gekennzeichnete Banden stellen unmethylierte (U) und methylierte (M) Bis-DNA
für den jeweils untersuchten Promotorbereich dar. Universell polymethylierte (MC) und
unmethylierte (UC) Bisulfit-konvertierte DNA (EpiTec-UTM ) dienten als Positivkontrol-
len. Wasser fungierte als Negativkontrolle (NTC).**Exemplarisch für negativ-getestete
Genloci, die im Folgenden von weiteren Analysen ausgeschlossen wurden. B) Tabella-
rische Übersicht über die mittels MSP evaluierten putativen Kandidatengene. Weiße
Füllung: Unmethylierter Promotorbereich; Dunkelgraue Füllung: Methylierter Promo-
torbereich; Hellgraue Füllung: keine MSP-Daten verfügbar. *Genloci, die in ausgelager-
ten Forschungsarbeiten validiert wurden. **Exemplarisch für negativ-getestete Genloci,
die im Folgenden von weiteren Analysen ausgeschlossen wurden. #: Karzinomzelllinien.
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Die RT4 bzw. RT112 Zelllinie repräsentierte das papilläre Tumor-Modell während J82
den invasiven TCC Subtypen widerspiegelte. Als Referenz fungierte die Normalurothel-
Zelllinie UROtsa bzw. in einigen Fällen HCV29 (Masters et al., 1986; Rossi et al., 2001).
Repräsentative Ergebnisse sind in Abbildung 16A aufgeführt. Insgesamt wurden 29 po-
tentielle Genloci an Harnblasenzelllinien untersucht. Für ca. zwei Drittel (n=18) konnte
kein Nachweis einer tumorassoziierten Methylierung in den Karzinomzelllinien erbracht
werden, wohingegen zehn Genloci methylierte DNA in mindestens einer der getesteten
Urothelkarzinom-Zelllinien für das jeweils entsprechende Promotorsegment zeigten (Abb.
16B). Während für die unmethylierten Genloci von einer weiteren Analyse abgesehen
wurde, genügten die zehn positiv getesteten Sequenzen den Mindestanforderungen für
eine weitergehende Validierung. Unter den positiv getesteten Genloci befanden sich sol-
che, die unabhängig vom jeweilig repräsentierten Subtypen eine Promotorhypermethylie-
rung aufwiesen. In diesem Kontext wurde für diese Studie NTN4, TIMP2 und ITIH5 als
aussichtsreiche Kandidatengene bestimmt, die möglicherweise beide molekulare Wachs-
tumsformen detektieren könnten. Weitere Genloci, lokalisiert in den Promotorregionen
der Gene SRFP5, ST6GAL1, OASIS oder ECRG4, wurden im Rahmen medizinischer
bzw. biologischer Forschungsarbeiten validiert. Diese flossen unter Berücksichtigung des
evaluierten Biomarkerpotentials als Ergebnisse in späteren Stadien dieser Studie mit dem
übergeordneten Ziel der Etablierung eines “Multi-Gen-Panels” zur klinischen Anwendung
ein oder wurden aufgrund mangelnder Sensitivität bzw. Spezifität verworfen.
3.1.1.2 Promotormethylierungsstatus der Kandidatengene in primären Harn-
blasenkarzinomen
Um im Weiteren einen unmethylierten Status der DNA dem Normalurothel zuordnen
zu können, wurden die Methylierungsfrequenzen der mittels Zelllinien auf Methylierung
positiv getesteten Promotorbereiche von NTN4, TIMP2 und ITIH5 mittels MSP in
humanem Normalgeweben sowie primären Tumorgeweben bestimmt. Das Tumorkollek-
tiv, welches der Diskriminierung beider molekularen Wachstumsformen galt, umfasste
30 primäre pTa und 30 primäre pT1-4 Urothelkarzinome. Die Ergebnisse in Bezug zu
den wichtigsten kliniko-pathologischen Parametern sind in Tabelle 56 dargestellt. Es
zeigte sich in allen drei untersuchten Genloci eine im Urothelkarzinom aberrante CpG-
Promotorhypermethylierung.
Eine Subgruppenanalyse erbrachte eine hochsignifikante (P<0,001) Assoziation der
NTN4 -Promotormethylierung mit der Tumorgraduierung. Dies spiegelt sich entsprechend
in den detektierten Methylierungsfrequenzen wider. Während die papillären Tumore in
einem von 24 Fällen (4,2%) einen methylierten NTN4 -Promotor aufwiesen, zeigten die
invasiven Tumore in 13 von 19 Fällen (68,4%) einen positiven NTN4 -Methylierungsstatus.
Die TIMP2 -Promotormethylierung korrelierte ebenso signifikant (P<0,01) mit der Gradu-
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Tabelle 56: Methylierungsfrequenzen von NTN4, TIMP2 und ITIH5 in TCCs
Methylierungsfrequenz
Kliniko-pathologische
Faktoren
Kategorisierung NTN4c
[nU;nM(M%)]
TIMP2c
[nU;nM(M%)]
ITIH5c
[nU;nM(M%)]
Histologischer Typ
Urothelkarzinom 29; 14 (32,5) 33; 26 (44,1) 24; 34 (58,6)
Histologischer Subtyp
Papillär 23; 1 (4,2) 20; 10 (33,3) 15; 15 (50,0)
Invasiv 6; 13 (68,4) 13; 16 (55,2) 9; 19 (67,9)
Alter bei OP
Median; 68a
Spanne: 26-94 Jahre
≤68 17; 8 (32,0) 21; 11 (34,4) 14; 17 (54,8)
>68 12; 6 (33,3) 12; 15 (55,6) 10; 17 (62,9)
Geschlecht
Weiblich 11; 5 (31,3) 15; 5 (25,0) 13; 5 (27,8)
Männlich 28; 10 (26,3) 31; 21 (40,4) 22; 29 (56,9)
Tumorgrößeb
pTa 21; 1 (4,5) 19; 9 (32,1) 15; 13 (46,4)
pT1 1; 2 (66,7) 1; 2 (66,7) 3; 0 (0,0)
pT2 3; 9 (75,0) 4; 10 (71,4) 4; 10 (71,4)
pT3 1; 1 (50,0) 5; 2 (28,6) 2; 4 (66,7)
pT4 1; 1 (50,0) 3; 2 (40,0) 0; 5 (100)
pTx 2; 0 (0,0) 1; 1 (50,0) 0; 2 (100)
Histologischer Gradb
low grade 20; 1 (4,8) 19; 6 (24,0) 13; 12 (48,0)
high grade 9; 13 (59,1) 14; 20 (58,8) 11; 22 (66,7)
aBezug zur Gesamtprobenzahl; bTNM Klassifikation nach UICC 2002, 6. Auflage und
WHO-Klassifikation 2004; cProzente methylierter Kandidaten in Relation zur analy-
sierten Gesamtprobenzahl. nU: Anzahl unmethylierter Proben; nM: Anzahl methy-
lierter Proben; M%: Prozent methylierter Proben.
ierung. Hier zeigten lediglich zehn von 30 (33,3%) papilläre Tumore aber 16 von 29 (55,2%)
invasive Tumore eine detektierbares Methylierungssignal. Dagegen wies ITIH5 zwar eine
im Vergleich zu low-grade pTa Tumoren tendenziell höhere Methylierungsfrequenz in inva-
siven Tumorstadien auf, doch war in 50% aller papillärer Tumore ein Methylierungssignal
zu beobachten. Dieser Umstand wies dem ITIH5 -Genlocus - zu diesem experimentellen
Zeitpunkt - das unter diesen drei Kandidatengenen größte Biomarkerpotential zu. Über
alle Tumore konnte insgesamt ein Methylierungssignal in 14 von 43 Fällen (32,5%) für
NTN4, in 26 von 59 Fällen (44,1%) für TIMP2 und in 34 von 58 Fällen (58,6%) für ITIH5
erhalten werden. Alle drei Genloci waren dahingegen im Normalurothelgewebe-Kollektiv
(n=15), welche dem mittleren Alter von Harnblasenkarzinom-Patienten (Geschlechter-
Verhältnis (3:1)) entsprechend angepasst war, nahezu unmethyliert. Die Sequenzen von
TIMP2 und ITIH5 waren in allen untersuchten Normalgeweben gänzlich unmethyliert,
wohingegen der Genloci innerhalb der NTN4 -Promotorsequenz in einem von 11 (9,1%)
tumorassoziierten Normalurothelproben eine Methylierung aufwies (Tabelle 57).
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Tabelle 57: Spezifität von NTN4, TIMP2 und ITIH5
Methylierungsfrequenz
NTN4b
[nU;nM(M%)]
TIMP2b
[nU;nM(M%)]
ITIH5b
[nU;nM(M%)]
Normalurothela
AlterMedian; 61
Spanne: 47-83 Jahre
10; 1 (9,1) 13; 0 (0) 11; 0 (0)
aMikrodisseziertes Urothelmaterial; bProzente methylierter Kandi-
daten in Relation zur analysierten Gesamtprobenzahl. nU: Anzahl
unmethylierter Proben; nM: Anzahl methylierter Proben; M%: Pro-
zent methylierter Proben.
Ein weiteres Kriterium für die Nutzung von Biomarkern zur Früherkennung ist - ne-
ben der Detektionsfähigkeit gering-progredienter Stufen wie die der papillären Tumore
- auch eine frühe Nachweisgrenze von Vorläuferläsionen. Die Detektion von hochgradig
dysplatischen Läsionen (Carcinoma in situ, CIS) invasiver Tumore ist diesbezüglich von
zentraler Bedeutung, um bestmögliche Therapien und damit einen guten Krankheitsver-
lauf zu ermöglichen (Renard et al., 2010). Zu diesem Zweck wurde der Methylierungsstatus
in korrespondierenden Normalurothelgeweben, CIS sowie soliden Tumoren, aus demselben
Patienten mittels MSP qualitativ erfasst. Diese “gematchten” Patientenproben erlaubten
Rückschlüsse auf den Zeitpunkt eines Methylierungsereignisses innerhalb einer ursprüng-
lich linearen Progression des Tumors und diente damit einer weiteren Eignungsprüfung
für das jeweilige Biomarkerpotential. Insgesamt wurden acht korrespondierende Normal-
gewebe, CIS und Tumore analysiert.
Tabelle 58: Methylierungsfrequenzen der Genloci NTN4, TIMP2 und ITIH5 in paarigen Normaluro-
thelgeweben, CIS und soliden Urothelkarzinomen
Methylierungsfrequenz
Kliniko-pathologische
Faktoren
Kategorisierung NTN4c
[nU;nM(M%)]
TIMP2c
[nU;nM(M%)]
ITIH5c
[nU;nM(M%)]
AlterMedian; 74
Spanne: 59-79 Jahre
Histologischer Typ
Normalurothel 7; 0 (0) 7; 0 (0) 5; 0 (0)
CIS 5; 2 (28,6) 6; 1 (14,3) 4; 1 (20,0)
Urothelkarzinom 3; 4 (57,1) 5; 2 (28,6) 3; 2 (40,0)
aBezug zur Gesamtprobenzahl; bTNM Klassifikation nach UICC 2002, 6. Auflage und
WHO-Klassifikation 2004; cProzente methylierter Kandidaten in Relation zur analy-
sierten Gesamtprobenzahl. nU: Anzahl unmethylierter Proben; nM: Anzahl methy-
lierter Proben; M%: Prozent methylierter Proben.
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Die Ergebnisse für die drei Genloci NTN4, TIMP2 und ITIH5 sind in Tabelle 58
zusammengefasst. Während alle Normalurothelgewebe unmethyliert für alle drei Genloci
vorlagen, wiesen CIS Gewebe in zwei von sieben Fällen (28,6%) für NTN4, in einem von
sieben Fällen (14,3%) für TIMP2 und in einem von fünf Fällen (20,0%) für ITIH5 einen
methylierten Promotorbereich auf. In der Gruppe der soliden Tumore war die Frequenz der
Methylierung in allen drei Genloci erhöht. In diesen invasiven Tumoren konnte in vier von
sieben Fällen (57,1%) für die NTN4 -Promotorsequenz, in zwei von sieben Fällen (28,6%)
für die TIMP2 -Promotorsequenz und in zwei von fünf Fällen (40,0%) für die ITIH5 -
Promotorsequenz ein methylierungsspezifisches MSP-Amplikon nachgewiesen werden. Die
tumorspezifische frühe Methylierung aller drei analysierter Genloci erfüllten somit die
gain-of-signal Bedingung potentieller DNA-Methylierungsbiomarker. Abbildung 17 zeigt
exemplarisch detektierte U- und M-Banden für den NTN4 -Promotorbereich.
Abbildung 17: Die NTN4 -Promotormethylierung in korrespondierenden Normal-
CIS- und Tumorgeweben. Repräsentative MSP-Ergebnisse des NTN4 -
Promotormethylierungsstatus in korrespondierenden Normalurothel- (Nu), Carcinoma
in situ- (CIS) und Tumorgewebeproben (T). Mit U und M gekennzeichnete Banden
spiegeln eine unmethylierte (U) bzw. methylierte (M) Sequenz für den untersuchten
NTN4 -Promotorbereich wider.
3.1.2 Zweite Stufe: Validierung und Anwendbarkeit potentieller Biomarker-
kandidaten im Urin
Aufbauend auf diesen Daten sollte die Validierung der identifizierten Kandidaten-Genloci
NTN4, TIMP2 und ITIH5 in Urin-Proben von Harnblasenkarzinom-Patienten Aufschluss
über einen möglichen Einsatz für die Früherkennung auf Basis einer nicht-invasiven Me-
thodik geben. Für eine Eignung der identifizierten Methylierungsmarker zur Anwendung
im Urin sind dabei definierte Kriterien zu erfüllen (Kagan et al., 2007). (1) Ausgehend von
einem handhabbaren Urinvolumen sollte eine für die Analyse ausreichende Konzentrati-
on mit zugleich ausreichender Qualität humaner DNA extrahiert werden können. (2) Im
Urin von gesunden Probanden - gleichen Alters in Bezug zum mittleren Erkrankungsal-
ter des Harnblasenkarzinoms - sollten die Biomarker eine größtmögliche Richtig-Negativ-
Rate (Spezifität) bzw. eine geringe Falsch-Positiv Rate (fälschlich als positiv deklarierte
gesunde Patienten; Ausfallrate) verfügen. (3) Die Biomarker sollten überdies negativ für
entzündliche Harnblasenerkrankungen sein sowie nach Möglichkeit Negativität für weitere
urologische Tumorerkrankungen wie dem Prostatakarzinom zeigen (”erweiterte” Spezifi-
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tät). (4) Die Biomarker sollten eine möglichst hohe Richtig-Positiv Rate, respektive eine
geringe Falsch-Negativ Rate (Sensitivität), d.h. eine hohe positive Wiederfindungsrate
im Fall eines vorliegenden Urothelkarzinoms, ermöglichen. (5) Sowohl Spezifität als auch
Sensitivität eines jeweiligen Biomarkerkandidaten sollten im direkten Vergleich zu einem
definierten Standard evaluiert und beurteilt werden.
Tabelle 59: Methylierungsfrequenzen der TIMP2 - und ITIH5 -Genloci im Urin
Methylierungsfrequenz
Kliniko-pathologische
Faktoren
Kategorisierung TIMP2b
[nU;nM(M%)]
ITIH5b
[nU;nM(M%)]
Histologischer Typ
Urine mit TCC 39; 24 (38,1) 30; 23 (43,4)
Histologischer Subtyp
Papillär 20; 11 (35,5) 16; 9 (36,0)
Invasiv 19; 13 (40,6) 14; 14 (50,0)
Alter bei Diagnose
Median; 69
Spanne: 27-85 Jahre
≤69 22; 11 (33,3) 19; 11 (36,7)
>69 17; 13 (43,3) 11; 12 (52,2)
Geschlecht
weiblich 11; 7 (38,9) 9; 6 (40,0)
männlich 28; 17 (37,8) 21; 17 (44,7)
Tumorgrößea
pTa 19; 10 (34,5) 14; 9 (39,1)
pT1 9; 5 (35,7) 8; 4 (33,3)
pT2 4; 6 (60,0) 5; 5 (50,0)
pT3 2; 1 (33,3) 1; 1 (50,0)
pT4 4; 2 (33,3) 2; 3 (60,0)
pTx 1; 0 (0,0) 0; 1 (100)
Histologischer Grada
low grade 17; 8 (34,8) 12; 7 (36,8)
high grade 22; 16 (42,1) 18; 16 (47,1)
aTNM Klassifikation nach UICC 2002, 6. Auflage und WHO-Klassifikation
2004; bProzente methylierter Proben in Relation zur analysierten Gesamt-
probenzahl. nU: Anzahl unmethylierter Proben; nM: Anzahl methylierter
Proben; M%: Prozent methylierter Proben.
Zwecks Umsetzung dieser Kriterien wurde zunächst die Extraktion von DNA aus Urin-
proben von Harnblasenkarzinom-Patienten in einer umfangreichen Forschungsarbeit eta-
bliert (unveröffentlicht). Die Nutzung des Sediments der Urinproben erwies sich dabei
als Methode der Wahl, DNA in angemessener Konzentration und Reinheit zu isolie-
ren. Eine ausreichende Konzentration von >75 ng/ml (Kagan et al., 2007) Sediment-
assoziierter DNA konnte sowohl aus allen Kontrollurinen (mediane Konzentration: 12,3
ng/µl, (306,8 ng DNA Gesamtmenge in 25µl), Spanne: 4,4-117,8 ng/µl) als auch aus allen
tumorassoziierten Urinen (mediane Konzentration: 14,0 ng/µl, (348,5 ng Gesamtmenge in
25µl), Spanne: 2,3-66,2 ng/µl) gewonnen werden. Im Folgenden wurden die potentiellen
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Biomarker-Promotorbereiche NTN4, TIMP2 und ITIH5 auf Methylierung mittels MSP
in prä-operativen Urinen von Patienten mit einem primären Harnblasenkarzinom getestet.
Als Referenz und zur Beurteilung der Spezifität dienten 27 Urinproben von Probanden,
die frei von jeglichen malignen oder entzündlichen (Zystitis) urologischen Erkrankung wa-
ren. Diese Kontroll-Urine wurden dem epidemiologischen Alter von Patienten mit einer
Harnblasenkarzinom-Erkrankung entsprechend angepasst. Die Urin-Kohorte von Patien-
ten mit Urothelkarzinom bestand aus insgesamt 63 Proben, wovon nach pathologischer
Begutachtung 31 auf die papillären und 32 auf die invasiven Wachstumsform (Subtyp) ent-
fielen. Die Methylierungs-Ergebnisse in Bezug zu den wichtigsten kliniko-pathologischen
Parametern sind in Tabelle 59 für die einzelnen DNA-Methylierungsbiomarker Kandi-
daten aufgeführt. In Abbildung 18A sind exemplarisch MSP-Ergebnisse für die Genloci
NTN4, TIMP2 und ITIH5 in tumorassoziierten Urinen dargestellt.
Abbildung 18: Evaluierung des Methylierungsstatus der Kandidatengene NTN4, TIMP2
und ITIH5 in Urinproben von Harnblasenkarzinom-Patienten mittels MSP.
A) Repräsentative Darstellung des mittels MSP evaluierten Methylierungsstatus der
analysierten Promotorsequenzen der Kandidatengene NTN4, ITIH5 und TIMP2 von
tumorassoziierten Urinproben (tU). Mit U und M gekennzeichnete Banden stellen un-
methylierte (U) und methylierte (M) DNA für den jeweils untersuchten Promotorbereich
dar. Universell polymethylierte (MC) und unmethylierte (UC) Bisulfit-konvertierte DNA
dienten als Positivkontrollen während Wasser als Negativkontrolle (NTC) herangezogen
wurde. B) Repräsentative Darstellung mittels MSP evaluierter Methylierungskonfigu-
rationen der analysierten Promotorsequenzen der Kandidatengene ITIH5 und TIMP2
von Urinproben gesunder Probanden (NUr). Alle Proben zeigen lediglich einen unme-
thylierten (U) Status. C) Grafische Darstellung der MSP-Ergebnisse der untersuchten
Genloci TIMP2 und ITIH5 aller Urinproben von gesunden Probanden, welche die Spe-
zifitätsrate der Genloci repräsentiert.
Für die untersuchte NTN4 -Sequenz konnte in 20 TCC-assoziierten Urinproben kei-
ne distinkte Promotormethylierung (Falsch-Negativ Rate=100%) detektiert werden. Als
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Abbildung 19: Darstellung der Sensitivitäts- und Spezifitätsrate des “Vergleichsstandards”
Vimentin . A) Repräsentative Darstellung mittels MSP evaluierter Methylierungskon-
figurationen der analysierten Promotorsequenzen des Standardgens VIM von gesunden
(NUr) sowie TCC-assoziierten Urinproben (tU). Mit U und M gekennzeichnete Banden
stellen unmethylierte (U) und methylierte (M) DNA für den jeweils untersuchten Pro-
motorbereich dar. Universell polymethylierte (MC) und unmethylierte (UC) Bisulfit-
konvertierte DNA dienten als Positivkontrollen während Wasser als Negativkontrolle
(NTC) herangezogen wurde. B) Grafische Darstellung der MSP-Ergebnisse des unter-
suchten Promotorbereichs von Vimentin für tumorassoziierte Urine und Urinproben
von gesunden Probanden. Der methylierte Anteil der Tumorgruppe stellt die Detekti-
onsstärke (Sensitivität) und der unmethylierte Anteil der Kontrollgruppe die Präzision
(Spezifität) dar.
Resultat der geringen analytischen Sensitivität von NTN4 wurden dieses putative Kandi-
datengen verworfen und von einer weiteren Anwendung für die Früherkennung abgesehen.
Dagegen zeigten die Genloci TIMP2 und ITIH5 eine frequente Methylierung in Urinen
von TCC-Patienten. Im Fall von TIMP2 konnte in 24 von 63 (38,1% Sensitivität) Uri-
nen ein positives Methylierungssignal detektiert und im Fall von ITIH5 konnte in 23 von
30 (43,3% Sensitivität) Urinproben ein methylierungsspezifisches MSP-Amplikon nachge-
wiesen werden. Unter Betrachtung der einzelnen Subtypen konnte in 11 von 31 (35,5%)
Urinproben ein nicht-invasives Karzinom mittels methyliertem TIMP2 -Genlocus und in
neun von 25 (35,5%) Fällen mittels methyliertem ITIH5 -Genlocus nachgewiesen werden.
Die Sensitivität lag beim invasiven Subtyp im Fall von TIMP2 bei 40,6% (13/32) und im
Fall von ITIH5 bei 50,0% (14/28). Die Spezifität für beide Genloci betrug 100% (Abb. 18B
und C): Die Untersuchung der DNA-Methylierungsmarker an Kontrollurinen ergab, dass
im Falle von TIMP2 (n=27) und ITIH5 (n=22) alle Urine ausschließlich unmethylierte
DNA enthielten (Tabelle 60). Als Vergleichstandard wurde der von Costa und Kollegen
publizierte DNA-Methylierungsbiomarker Vimentin (VIM ) herangezogen. Der von Costa
definierte Promotorbereich wies in Urinen von Harnblasenkarzinom-Patienten eine hoch-
frequente Methylierung (78%) auf (Costa et al., 2010). Ein aus dem entsprechenden Pro-
motorbereich abgeleiteter MSP-Test für Vimentin sollte als Referenz zur Beurteilung des
Potentials der hier analysierten Kandidatengene sowie im Weiteren als interner Standard
für die Aussagekraft des untersuchten tumorassoziierten sowie Kontroll-Urinkollektivs fun-
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gieren. Die MSP-Analysen sind im Rahmen einer biologischen Forschungsarbeit (unveröf-
fentlicht) als Teilprojekt entstanden und sind in Abbildung 19 zusammengefasst. Die Re-
sultate zeigen eine im Vergleich zu TIMP2 und ITIH5 gesteigerte Sensivitätsrate (53,8%;
21/39). Innerhalb der Patientengruppe mit einem papillären Tumor zeigte VIM in acht
von 18 (44,4%) Urinproben und innerhalb der Patientengruppe mit einem invasiven Tu-
mor in 13 von 21 (61,9%) Fällen einen methylierten Promotorbereich. Dennoch deckten
die MSP-Analysen Falsch-Positive Ergebnisse innerhalb der gesunden Kontrollgruppe auf,
in Folge dessen die Spezifität des untersuchten VIM -Genbereichs lediglich 88,2% (2/17)
betrug und damit hinter den Spezifitätswerten von TIMP2 und ITIH5 lag (Tabelle 60).
Tabelle 60: Spezifität von TIMP2, ITIH5 und VIM in Urinen
Methylierungsfrequenz
TIMP2b
[n(U);n(M)(%)]
ITIH5b
[n(U);n(M)(%)]
VIMb
[n(U);n(M)(%)]
Normalurineb
AlterMedian; 65
Spanne: 14-93 Jahre
27; 0 (0) 22; 0 (0) 15; 2 (11,8)
aAlters-angeglichene Urine von Spendern ohne benigne, maligne
oder entzündliche Erkrankungen des Urogenitaltrakts; bProzente
methylierter Proben in Relation zur analysierten Gesamtprobenzahl.
nU: Anzahl unmethylierter Proben; nM: Anzahl methylierter Pro-
ben.
3.1.2.1 Anwendbarkeit eines MSP-basierten TIMP2 -ITIH5 -Gen-Panels
Ausgehend von diesen qualitativen MSP-Daten waren die analysierten Genloci befähigt
sowohl gering-progrediente als auch muskelinvasive Tumorformen im Urin zu detektie-
ren. Dennoch wiesen die einzelnen putativen DNA-Methylierungsmarker am untersuch-
ten Urinkollektiv nur eine unzureichende Methylierungsfrequenz, respektive Sensitivität,
für eine klinische Anwendung als Früherkennungsmarker auf. Aufgrund dessen wurde
die Prävelenz einer Kombination der Biomarkerkandidaten als Multi-Gen-Panel evaluiert.
Der Nachweis eines Tumors wurde als positiv bewertet, wenn mindestens einer der ana-
lysierten Sequenzbereiche methyliert vorlag. Da nicht alle Proben korrespondierend an
allen zwei Kandidatengen-Loci getestet werden konnte, wurden für die Erhebungen der
Sensitivität und Spezifität nur Proben einbezogen, von denen für beide Loci eine entspre-
chende Methylierungsanalyse vorlag. Daraus resultierte eine verminderte Fallzahl. Das
Resultat eines TIMP2 -ITIH5 Biomarker-Dupletts ergab eine kumulativen Sensitivitäts-
steigerung bei der Detektion von Harnblasen-Neoplasien auf insgesamt 63,4% (33/52). Im
Umkehrschluss wurden nur noch 36,6% (19/52) aller Tumore nicht erkannt. Entsprechend
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übersteigt die kombinierte Sensitivität die Rate des VIM -Biomarkers auf Basis des hier
analysierten Urinkollektivs und das bei einer gänzlich negativen Ausfallrate (0/22). Die
Spezifität der TIMP2 -ITIH5 Biomarkerkombination betrug 100% und wird somit dem
zentralen Anspruch der Diskriminierung pathologischer Proben von gesundem Zustand
gerecht, während VIM diesen Anspruch verfehlte. In Abbildung 20 ist die Richtig-Positiv
Rate sowie die Richtig-Negativ Rate als Diagramm für die kombinierte TIMP2 -ITIH5
Anwendung dargestellt.
Abbildung 20: Darstellung der Sensitivitäts- und Spezifitätsrate des TIMP2 -ITIH5 -
Panels auf Basis der MSP-Technik. Grafische Darstellung der kombinierten MSP-
Ergebnisse der Promotorbereiche von ITIH5 und TIMP2 für tumorassoziierten Urine
und Urinproben von gesunden Probanden. Der methylierte Anteil der Tumorgruppe
stellt die Detektionsstärke (Sensitivität) und der unmethylierte Anteil der Kontroll-
gruppe die Präzision (Spezifität) dar. Die Richtig- oder Falsch-Positive Detektion war
gegeben, wenn mindestens eines der beiden Kandidatengene methyliert vorlag.
3.1.3 Dritte Stufe: Optimierung der Biomarker-Effizienz von TIMP2 und
ITIH5 im Urin mittels quantitativer Pyrosequenzierung
Die MSP-basierten Daten der verbliebenen Kandidatengene TIMP2 und ITIH5 wiesen
auf ein Biomarker-Potential zur Früherkennung von Urothelkarzinomen hin. In der folgen-
den Stufe sollte nun die Etablierung einer quantitativen Methylierungsanalyse für beide
Genloci erfolgen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die quantitative Pyrosequenzierung
zur Bewertung der Promotormethylierung herangezogen. Diese Technik bietet gegenüber
anderen quantitativen Methoden wie z.B. der Real-Time basierten “qMSP” den Vorteil
einen großen Sequenzbereich ohne Hybridisierungsfehler zu erfassen und mithin eine CpG-
Region mit größtmöglicher Biomarker-Relevanz zu identifizieren.
3.1.3.1 Optimierung der Biomarker-Effizienz von TIMP2
Die Auswahl der Zielregion für den quantitativen Pyrosequenzierungs-Test leitete sich
aus den Sequenzen der MSP-basierten Untersuchungen des jeweiligen Gens ab. So lag
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der zu analysierende TIMP2 -Locus innerhalb der Promotorregion des Gens und deckte
insgesamt sieben CpG-Dinukleotide über einen Sequenzbereich von 51 Basenpaaren ab
(Abb. 21). Zur ersten Evaluierung des TIMP2 -Biomarkerpotentials wurden zunächst 12
randomisierte Urinsedimentproben, an denen nach Möglichkeit bereits die MSP-Analysen
erfolgten, von Harnblasentumor Patienten und sechs Kontrollurinproben von Probanden
ohne maligne Erkrankung auf Methylierung getestet.
Abbildung 21: Skizze der TIMP2 -Promotor-Topologie. Die obere Darstellung (Methprimer Da-
tenbank) zeigt eine CpG-Insel (hellblau) innerhalb des TIMP2-Promotors. Diese Se-
quenz erstreckt sich über die 5’UTR Region des Gens bis in das erste Exon und ist
in Relation zum Transkriptionsstart (schwarzer Pfeil, +1) im Bereich zwischen -427
bis +808 (Sequenz nicht vollständig abgebildet) Basenpaaren lokalisiert. Vertikale rote
Balken unterhalb der Sequenzabszisse deuten CpG-Dinukleotide an. Der untere Bild-
ausschnitt zeigt die relative Position des mittels Pyrosequenzierung erfassten Promo-
torbereichs und der entsprechenden CpG-Dinukleotide (orange Boxen 1-7). Schwarze,
horizontale Balken: relative Hybridisierungsregion des TIMP2 MSP-Forward Primers.
Abbildung 22A zeigt als Pyrogramm die medianen Methylierungsanteile jeder gemes-
senen CpG-Einheit für die Gruppe tumorassoziierter und die der Kontroll-Urine. Tatsäch-
lich lagen die medianen Methylierungsanteile der einzelnen CpG-Dinukleotide im Vergleich
zwischen Tumor- und Kontrollgruppe deutlich auseinander. Trotz der sichtbaren media-
nen Divergenz beider Gruppen zeigte sich in der Kontrollgruppe ein heterogenes Methylie-
rungsmuster (Abb. 22B). Insbesondere die CpG-Dinukleotide 5, 6 und 7, die nicht von der
MSP erfasst wurden, bedingten in der Kontrollgruppe einen gesteigerten Methylierungs-
grad, der auf ein rein technisches Hintergrundrauschen (1 bis 5% (Kagan et al., 2007))
nicht mehr zurückzuführen war. Die Methylierungsfrequenzen aller sieben CpG-Einheiten
des untersuchten Promotorbereichs wurden anschließend als medianer Methylierungsgrad
für jede Probe errechnet und sind in Abbildung 23A als Scatter Plot Diagramm für bei-
de Gruppen dargestellt. Die Urinproben von Harnblasenkarzinom-Patienten zeigten einen
im Median signifikant 5,1-fach (P≤0,05) erhöhten Methylierungsgrad (mittlere Methylie-
rungsfrequenz: 22,2% ± 15,7%; medianer Methylierungsanteil: 25,5%; Spanne: 3,0-45,0%).
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Abbildung 22: Pyrogramm des analysierten TIMP2 -Locus. A) Grafische Darstellung der me-
dianen TIMP2 -Methylierungsfrequenzen tumorassoziierter Urinproben im Vergleich zu
Kontroll-Urinen für jede der sieben CpG-Dinukleotide innerhalb der mittels Pyrose-
quenzierung untersuchten TIMP2 -Promotorsequenz. Der blaue Pfeil kennzeichnet die
von dem MSP-For Primer detektierten CpGs. B) Grafische Darstellung der exakten
TIMP2 -Methylierungsfrequenzen verschiedener Kontroll-Urinproben (#1-#4) für je-
de der sieben CpG-Dinukleotide innerhalb der mittels Pyrosequenzierung untersuchten
TIMP2 -Promotorsequenz. Der blaue Pfeil kennzeichnet die von dem MSP-For Primer
detektierten CpGs.
Abbildung 23: Biomarker-Effizienz der TIMP2 -DNA-Methylierung. A) Darstellung des me-
dianen Methylierungsgrads aller sieben CpGs im analysierten TIMP2 -Promotorbereichs
(Ordinate) für jede der getesteten Urinsedimentproben (Abszisse), eingeteilt in Tumor-
und Kontrollgruppe. ∗: P<0,05, Mann-Whitney-Test. Horizontal-Balken: Mittelwert der
Gruppe. B) Effizienz-Bestimmung des TIMP2 -Biomarker-Potentials. Dargestellt ist ei-
ne ROC Kurve (blau) mit einer Diskriminierungsstärke (AUC ) von 0,813 (P<0,05).
Diagonale Linie (grün) repräsentiert eine AUC von 0,5 bei der eine Diskriminierung
zwischen Kontroll- und Testgruppe nicht mehr möglich ist. Jeder Punkt innerhalb der
ROC Kurve zeigt das Verhältnis von Sensitivität und Spezifität in Bezug zu dem jeweils
bestimmenden Schwellenwert: ein Schwellenwert von ≥22% TIMP2 -Methylierungsgrad
definierte bei maximaler Präzision (100% Sepzifität) einen Sensitivitätswert von 58,3%.
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Dagegen wiesen die Kontrollurine eine mediane Methylierung von 5,0% (Spanne: 0,0-
19,0%) auf, deren breite Streuung einen mittleren divergenten Methylierungsgrad von
6,3% ± 7,2% zur Folge hatte und für die Definition eines Schwellenwertes heranzuziehen
war. Hierzu wurde eine Grenzwertoptimierungskurve (ROC -Kurve; Receiver Operating
Characteristics) erstellt (Abb. 23B). Dieses logistische Regressionsmodell gibt unter Be-
rücksichtigung der Trennschärfe (Spezifität) das Maß der Sensitivität im Hinblick auf
Richtig-Positiv detektierte Tumore im Urin wieder und reflektiert damit die Effizienz des
Tests. Grafisch wird die Güte des Tests, d.h. die Diskrimierungsstärke, u.a. von der “Flä-
che unter der Kurve” (AUC ; Area Under Curve) dargelegt, die für die hier untersuchten
TIMP2 -Sequenz 0,813 betrug und bei einem 95-prozentigen Konfidenzintervall von 0,608
- 1,017 mit P=0,035 Signifikanz besaß. Dies bedeutet, dass in 81,3% der Fälle die Test-
gruppe einen höheren Methylierungsgrad im Vergleich zur Kontrollgruppe erreicht (Zweig
und Campbell, 1993). Der Schwellenwert bei maximaler Präzision (d.h. 100% Spezifi-
tät) betrug 22,0% und hatte einen Sensitivitätswert von 58,3% zur Folge. Diese Werte
entsprachen sieben positiv gemessenen Tumore (Richtig-Positive) und bedingten fünf als
solche nicht-identifizierte Tumore (Falsch-Negative). Gemäß des Schwellenwerts wurden
alle sechs Kontrollurine als negativ erkannt (Richtig-Negative).
Tabelle 61: Vergleich der Pyrosequenzierungs- und MSP-Daten für TIMP2
TIMP2 Pyrosequenzierunga
TIMP2-MSP Unmethyliert Methyliert rb P-Wertc
Unmethlyiert 2 0
0,756 0,018
Methyliert 1 6
aSchwellenwert (≥22% = methyliert) definiert mittels ROC-
Analyse bei einer Spezifität von 100%; bPearsons Produkt-Moment-
Korrelationskoeffizient; cLog-Rank Test mit zweiseitigem Signifikanzle-
vel (5% Signifikanz-Niveau; p<0,05; (Chi-Quadrat-Test)).
Von Bedeutung für das weitere Vorgehen war die Reproduzierbarkeit der qualitativen
Methylierungsergebnisse der MSP-Untersuchungen, um eine methodische Vergleichbar-
keit beider Biomarker-Ergebnisse zu gewährleisten. Mittels bivariater Korrelationsanalyse
wurden hierzu die MSP-Ergebnisse von tumorassoziierten Urinproben mit den Methylie-
rungsergebnissen der Pyrosequenzierung statistisch verglichen. Zu diesem Zweck wurden
die Methylierungsfrequenzen der Pyrosequenzierung auf Basis des ermittelten Schwellen-
wertes von 22,0% Methylierungsgrad in methyliert (≥ 22,0%) und unmethyliert (< 22,0%)
dichotomisiert. Es zeigte sich eine mit P=0,018 signifikante positive Korrelation (Tabelle
61).
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3.1.3.2 Optimierung der Biomarker-Effizienz von ITIH5
Die Zielregion für den quantitativen ITIH5 -Pyrosequenzierungs-Test war wie zuvor bei
TIMP2 so gewählt, dass die CpG-Einheiten der MSP-basierten Analysen abgedeckt wur-
den. Insgesamt konnten über zwei flankierende Assays neun CpG-Dinukleotide in der Pro-
motorregion von ITIH5 über einen Bereich von ca. 160 Basenpaaren analysiert werden.
Aufgrund sterischer Komplikationen in Folge repetitiver Sequenzen innerhalb des ITIH5 -
Promotors war ein mittlerer Sequenzbereich von ca. 140 Basenpaare nicht sequenzierbar
(Abb. 24).
Abbildung 24: Skizze der ITIH5 -Promotor-Topologie. Die obere schematische Darstellung (Me-
thprimer Datenbank) zeigt drei CpG-Inseln (hellblau) innerhalb des ITIH5 -Promotors.
Diese Sequenzen erstrecken sich über die 5’UTR Region des Gens bis in das erste Exon
und sind in Relation zum Transkriptionsstart (schwarzer Pfeil, +1) in den Bereichen
zwischen -999 bis +886, -742 bis -629 und -371 bis +126 Basenpaaren lokalisiert. Ver-
tikale rote Balken unterhalb der Sequenzabszisse deuten CpG-Dinukleotide an, deren
Frequenz als GC-Anteil dargestellt ist. Der untere Bildausschnitt zeigt die relative Posi-
tion des mittels Pyrosequenzierung erfassten Promotorbereichs und der entsprechenden
CpG-Dinukleotide (orange Boxen 1-5 und 10-14; hellgraue Boxen repräsentieren nicht-
erfasste CpGs). Schwarze, horizontale Balken: relative Hybridisierungsregion der ITIH5
MSP-Primer; MSP-Amplikon (ca. 200 Basenpaare).
Zur Evaluierung des Biomarkerpotentials des ITIH5 -Genlocus wurden korrespondie-
rend zu den TIMP2 -Analysen die selben 12 randomisierte Urinsedimentproben von Harn-
blasentumor-Patienten sowie noch fünf verfügbare Kontrollurinproben von Probanden oh-
ne Urothelkarzinom herangezogen. Die Methylierungsfrequenzen aller neun untersuchten
CpG-Einheiten des ITIH5 -Promotorbereichs wurden als medianer Methylierungsgrad für
jede Probe errechnet (Abbildung 25A). Für die Harnblasenkarzinom assoziierten Urine
konnte auch für den Promotorbereich des ITIH5 -Gens eine im Median signifikant 2,1-fach
(P≤0,05) erhöhten Methylierungsgrad (mittlere Methylierung: 18,5% ± 16,1%; medianer
Methylierungsanteil: 10,5%, Spanne: 3,5-50,0%) erbracht werden. Der mediane Methylie-
rungsgrad der Kontrollurine lag dagegen bei 5,0% (Spanne: 3,0-7,0%). Bemerkenswerter-
weise zeigten diese im Vergleich zum TIMP2 -Locus eine geringe Streuung, welche sich in
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einer mittleren Methylierungsfrequenz von 5,2% ± 1,5% äußerte und für die Definition
eines Schwellenwertes gute Rahmenbedingungen bot.
Abbildung 25: Biomarker-Effizienz der ITIH5 -DNA-Methylierung. A) Scatter Plot Darstel-
lung des medianen Methylierungsgrads aller neun CpGs im analysierten ITIH5 -
Promotorbereich (Ordinate) für jede der getesteten Urinsedimentproben (Abszisse),
eingeteilt in Tumor- und Kontrollgruppe. Es zeigte sich im Mittel ein signifikanter Un-
terschied (Mann-Whitney-Test; P<0,05). Horizontal-Balken: Median der Gruppe. B)
Effizienz-Bestimmung (Sensitivität/Spezifität) des ITIH5 -Biomarker-Potentials. Darge-
stellt ist eine ROC Kurve (blau) mit einer Diskriminierungsstärke (AUC ) von 0,817
(P<0,05). Diagonale Linie (grün) repräsentiert eine AUC von 0,5 bei der eine Dis-
kriminierung zwischen Kontroll- und Testgruppe nicht mehr möglich ist. Jeder Punkt
innerhalb der ROC Kurve zeigt das Verhältnis von Sensitivität und Spezifität in Be-
zug zu dem jeweils bestimmenden Schwellenwert: ein Schwellenwert von ≥8,5% ITIH5 -
Methylierungsgrad definierte bei maximaler Präzision (100% Sepzifität) einen Sensitivi-
tätswert von 66,7%.
Die anschließende ROC -Analyse bestätigte eine mögliche, effiziente ITIH5 -Biomarker-
nutzung (Abb. 25B). So betrug die AUC 0,817 und erreichte trotz geringer Fallzahl bei
einem 95-prozentigen Konfidenzintervall von 0,61 - 1,02 mit P=0,045 Signifikanz. Der
Schwellenwert bei maximaler Präzision betrug 8,5%. Damit konnte bei 100% Spezifität
(alle sechs Kontrollurine waren als negativ deklariert (Richtig-Negative)) eine Sensitivität
von 66,7% erzielt werden, was acht positiv detektierte Tumore (Richtig-Positive) und vier
als solche nicht-identifizierte Tumore (Falsch-Negative) entsprach. Eine Korrelationsana-
lyse von MSP- und Pyrosequenzierungsdaten (dichotomisiert auf Basis des ermittelten
Schwellenwertes, d.h. methyliert (≥ 8,5%) und unmethyliert (< 8,5%) erbrachte zudem
eine mit P=0,005 hochsignifikante positive Assoziation (Tabelle 62). Alle mittels MSP im
ITIH5 -Promotorbereich als methyliert detektierten tumorassoziierten Urinproben zeigten
ebenfalls in der quantitativen Bisulfitsequenzierung einen abundanten Methylierungsgrad.
Darüber hinaus wurde ein weiterer Tumor mittels Urin positiv getestet und deutet ent-
sprechend eine gesteigerte Sensitivität des quantitativen ITIH5 -Tests mittels Pyrosequen-
zierung an.
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Tabelle 62: Vergleich der Pyrosequenzierungs- und MSP-Daten für ITIH5
ITIH5-Pyrosequenzierungsa
ITIH5-MSP Unmethyliert Methyliert rb P-Wertc
Unmethlyiert 3 1
0,802 0,005
Methyliert 0 6
aSchwellenwert (≥7,5% = methyliert) definiert mittels ROC-
Analyse bei einer Spezifität von 100%; bPearsons Produkt-Moment-
Korrelationskoeffizient; cLog-Rank Test mit zweiseitigem Signifikanz-
level (5% Signifikanz-Niveau; p<0,05).
3.1.3.3 Evaluierung der effizientesten Panel-Konstellation unter Berücksich-
tigung weiterer Biomarkerkandidatengene
Die noch unzureichende Sensitivität der untersuchten Genloci sollte durch eine kombinier-
te Anwendung in einem Gen-Panel gesteigert werden. Unter Einbeziehung von parallel
validierten Kandidatengenen im Rahmen biologischer Forschungsarbeiten kristallisierte
sich neben den hier untersuchten Kandidatengenen (TIMP2 und ITIH5 ) ECRG4 (vgl.
3.1.1.1) als putativer DNA-Methylierungsbiomarker mit hohem Potential in einem Gen-
Panel Anwendung zu finden heraus.
Abbildung 26: Darstellung positiv und negativ getesteter Urinproben von Harnblasen-
karzinom-Patienten für die Kandidatengene TIMP2, ITIH5 und ECRG4.
Die Ja/Nein Definition dieser Analyse basierte auf speziellen - mittels ROC Analyse
evaluierten - Schwellenwerte (Anforderung: 100% Spezifität), die charakteristisch für je-
des Kandidatengen (TIMP2 : 22%, ITIH5 : 8,5%, ECRG4 : 4,75%) waren. Grüne Boxen:
methyliert. Rote Boxen: unmethyliert.#ECRG4 -Daten entnommen aus einer unveröf-
fentlichten Forschungsarbeit der AG Dahl (UK Aachen).
Im Folgenden sollte nun die Kombination an DNA-Methylierungsbiomarkern evaluiert
werden, die der Anforderung nach einer hohen Sensitivität und Spezifität sowie zugleich
einer einfachen Handhabung standhalten könnte. So galt es ein Gen-Panel mit möglichst
kleiner Zahl von Einzelmarkern zu definieren. Zu diesem Zweck wurden die positiv und
negativ detektierten Tumore (n=12) auf Basis des jeweils bestimmten Schwellenwerts (bei
100% Spezifität) jedes einzelnen putativen Biomarkers miteinander verglichen (Abb. 26).
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Es zeigte sich, dass die Kombination aus ITIH5 und ECRG4 (die Urinprobe wurde
als positiv bewertet, wenn mindestens eines der Gene methyliert vorlag) zur größtmögli-
chen kumulativen Sensitivität bei der Detektion von Harnblasen-Neoplasien führte (10/12;
83,3% Richtig-Positive Detektionsrate).
Abbildung 27: Biomarker-Effizienz verschiedener Gen-Panel-Konstellationen. A) ROC Kurve
des TIMP2 -ITIH5 -Genpanels. Ein Schwellenwert von 16,25% bedingt bei 100% Spezi-
fität eine Detektionsstärke von 58,3%. B) ROC Kurve des TIMP2 -ECRG4 -Genpanels.
Ein Schwellenwert von 13,75% bedingt bei 100% Spezifität eine Detektionsstärke von
66,7%.C) ROC Kurve des ITIH5 -ECRG4 -Genpanels. Ein Schwellenwert von 4,72% be-
dingt bei 100% Spezifität eine Detektionsstärke von 91,7%. D) ROC Kurve des ITIH5 -
TIMP2 -ECRG4 -Genpanels. Ein Schwellenwert von 10,55% bedingt bei 100% Spezifität
eine Detektionsstärke von 66,7%. Tumorgruppe: n=12; Kontrollgruppe: n=5.
Die Detektionsstärke des ECRG4 -ITIH5 -Panels profitierte nicht weiter von einer ku-
mulativen Einbeziehung der singulären TIMP2 -Methylierungsergebnisse. Die Effizienz
des ECRG4 -ITIH5 -Genpanels konnte im Folgenden mittels ROC Analyse untermauert
werden. Hierzu wurden je nach Panel-Konstellation die Mittelwerte des medianen Me-
thylierungsgrads der einzelnen Kandidatengene gebildet. In Abbildung 27A-D sind die
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ROC -Kurven für alle Panel-Kombinationen dargestellt. Die größtmögliche kombinierte
Sensitivität konnte durch das Zwei-Genpanel, bestehend aus ECRG4 und ITIH5, erzielt
werden und war mit P=0,008 hochsignifikant (Abb. 27C). Die AUC des ECRG4 -ITIH5 -
Panels betrug 0,917 (95% KI: 0,760-1,073) und ermöglichte auf Basis der geringen Pro-
benzahl eine Detektionsstärke von 91,7% bei 100% Spezifität. Ein Tumor wurde von dem
ECRG4 -ITIH5 -DNA-Methylierungsmarker Panel nicht erkannt. Dagegen zeigten alle an-
deren Kombinationen eine deutlich reduzierte Sensitivität ohne gleichzeitige Abweichung
der spezifischen Trennschärfe. Die geringere Sensitivität war in allen Fällen auf das diver-
gente TIMP2 -Methylierungslevel im Normalurin zurückzuführen, welches aufgrund der
kumulativen Verrechnung einen gesteigerten Schwellenwert in der Kontrollgruppe beding-
te. Aufgrund dessen wurden von weiteren Analysen mit dem TIMP2 -Promotorbereich
abgesehen und dagegen die Validierung des ECRG4 -ITIH5 -Panels ausgebaut.
3.1.4 Anwendbarkeit der ECRG4 - und ITIH5 -Marker zur Früherkennung
von Urothelkarzinomen in einer Trainings-Urinkohorte
Die Kombination der Kandidatengene ECRG4 und ITIH5 erwies sich in den Etablierungs-
Experimenten als effizienteste Konstellation, Harnblasentumore mittels Urinproben mit
hoher Detektionsrate nachzuweisen. Auf Basis dieser Daten sollte die Anwendbarkeit der
Einzel-Kandidatengene ECRG4 und ITIH5 sowie die des Zwei-Genpanels an einer vergrö-
ßerten Urinkohorte von Harnblasenkarzinom-Patienten (insgesamt n=42) im Vergleich zu
einer Kontrollgruppe mittels quantitativer Pyrosequenzierung getestet werden. Die Kon-
trollurine unterteilten sich in drei Gruppen. Neben Urinproben von gesunden Probanden
(n=14) wurden solche von Patienten mit histologisch gesichertem Prostatakarzinom (n=6)
bzw. entzündlichen Erkrankungen (Zystitis) (n=4) in die Studie mit einbezogen, um in
diesen klinisch relevanten Gruppen bei der Diagnosestellung eine Falsch-Positive Detek-
tionsrate nach Möglichkeit auf ein Minimum zu reduzieren.
3.1.4.1 Effizienz des Kandidatengens ECRG4
Der mittels Pyrosequenzierung analysierte Promotorbereich von ECRG4 deckte insge-
samt 23 CpG-Dinukleotide ab. Einen Überblick über den medianen Methylierungsgrad
der einzelnen 23 CpGs innerhalb des pyrosequenzierten ECRG4 -Promotorabschnitts ist in
Abbildung 28 für die Gruppe der TCC-assoziierten sowie für die der Kontrollurine (Urin-
sedimentproben von gesunden Probanden sowie von Patienten mit akuter oder chronischer
Zystitis) dargestellt. Die Prävalenz der Methylierung lag hier eindeutig in der Gruppe der
tumorassoziierten Urinproben, so dass eine Diskriminierung beider möglich war. Die Me-
thylierungsverteilung der CpG-Dinukleotide stellte sich dabei als heterogen im untersuch-
ten ECRG4 -Sequenzbereich dar und zeigte einen relativ heterogenen Verlauf. Entspre-
chend bedingten gegenläufige Methylierungsgradspitzen von Tumor- und Kontrollurinen
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je CpG eine gesteigerte oder reduzierte Differenz des detektierten Methylierungsgrads, die
eine heterogene Effizienz hinsichtlich der Diskriminierungsstärke zur Folge hatte.
Abbildung 28: Pyrogramm des analysierten ECRG4 -Locus. Grafische Darstellung der media-
nen ECRG4 -Methylierungsfrequenzen tumorassoziierter Urinproben (schwarz, n=42) im
Vergleich zu Kontroll-Urinen (grau-gestrichelt, n=18) für jede der 23 CpG-Dinukleotide
innerhalb der mittels Pyrosequenzierung untersuchten ECRG4 -Promotorsequenz. Die-
ser wird von zwei unabhängigen Assays dargestellt: CpG-Dinukleotide 1-14: Areal 1
und CpG-Dinukleotide 15-23: Areal 2. Rote Pfeile: CpG-Einheiten mit größtmöglichem
Biomarker-Potential.
Während CpG 1-14 bei maximaler Genauigkeit (100% Spezifität) eine Sensitivität von
64,3% (AUC: 0,917; P<0,001) aufwiesen, zeigten die CpG-Einheiten 15-23 eine marginale
Detektionsstärke von 45,2%, die darüber hinaus eine statistische Signifikanz verfehlte
(AUC: 0,668; P=0,070) (Abb. 29). Zudem ist eine Auswahl von CpG-Dinukleotiden (CpG
10-14; sogenannte “best-CpGs”) aufgrund der gesteigerten Differenz zwischen Tumor- und
Kontrollurinproben besonders hervorzuheben, die bei ausschließlicher Einbeziehung in die
ROC Analyse nochmals eine leicht gesteigerte Detektionsstärke (100% Spezifität, 65,9%
Sensitivität; AUC: 0,909; P<0,001) in der Einzelauswertung von ECRG4 erreichen konnte
(ROC Kurve ist nicht dargestellt).
Eine Einbeziehung von Prostatakarzinom-assoziierten (n=5) Urinproben in die Kon-
trollgruppe erbrachte schließlich keinen Spezifitätsverlust. Die mediane Methylierungs-
frequenz aller 14 erfassten CpGs (Assay-1) des ECRG4 -Locus jeder einzelnen Probe ist
in Abbildung 30A als Scatter Plot Diagramm für beide Gruppen dargestellt. Die Urin-
proben von Harnblasenkarzinom-Patienten zeigten einen signifikant (P≤0,001) erhöhten
Methylierungsgrad (mittlere Methylierung: 12,1% ± 15,3%; medianer Methylierungsan-
teil: 6,0%, Spanne: 0,0-82,0%) im direkten Vergleich zur Kontrollgruppe (mittlere Me-
thylierung: 1,0% ± 1,4%; medianer Methylierungsanteil: 0,0%, Spanne: 0,0-4,5%). Die
ROC -Analyse bestätigte die Effizienz dieses Kandidatengens: bei maximaler Akkurates-
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Abbildung 29: Vergleich der Biomarker-Effizienz von unterschiedlichen ECRG4 -Sequenzen.
A) Effizienz-Bestimmung (Sensitivität/Spezifität) des durch ECRG4 -Assay-1 abgedeck-
ten Areals (CpG Positionen 1-14). Dargestellt ist eine ROC Kurve (blau) mit einer Dis-
kriminierungsstärke (AUC ) von 0,917 (P<0,001). Diagonale Linie (grün) repräsentiert
eine AUC von 0,5 bei der eine Diskriminierung zwischen Kontroll- (n=14) und Test-
gruppe (n=42) nicht mehr möglich ist. Jeder Punkt innerhalb der ROC Kurve zeigt
das Verhältnis von Sensitivität und Spezifität in Bezug zu dem jeweils bestimmenden
Schwellenwert: ein Schwellenwert von ≥4,75% ECRG4 -Methylierungsgrad definierte bei
maximaler Präzision (100% Spezifität) einen Sensitivitätswert von 64,3%. B) Effizienz-
Bestimmung (Sensitivität/Spezifität) des durch ECRG4 -Assay-2 abgedeckten Areals
(CpG Positionen 15-23). Dargestellt ist eine ROC Kurve (blau) mit einer Diskriminie-
rungsstärke (AUC ) von 0,668 (ns): bei maximaler Spezifität (100%) wurde lediglich ein
Sensitivitätswert von 45,2% erzielt.
Abbildung 30: Diskriminierungsstärke des ECRG4 -Locus bei Einbeziehung einer weiteren
urologischen Tumorentität. A) Scatter Plot Darstellung des medianen Methylie-
rungsgrads aller 14 CpGs im analysierten ECRG4 -Promotorbereichs (Ordinate) für
jede der getesteten Urinsedimentproben (Abszisse), eingeteilt in Tumor- (n=42) und
Kontrollgruppe (n=23). Es zeigte sich ein signifikant erhöhter Methylierungsgrad in tu-
morassoziierten Urinen (Mann-Whitney-Test; P<0,001). Horizontal-Balken: Mittelwert
der Gruppe. B) Effizienz-Bestimmung (Sensitivität/Spezifität) des ECRG4 -Biomarker-
Potentials. Dargestellt ist eine ROC Kurve (blau) mit einer Diskriminierungsstärke
(AUC ) von 0,930 (P<0,001). Diagonale Linie (grün) repräsentiert eine AUC von 0,5
bei der eine Diskriminierung zwischen Kontroll- und Testgruppe nicht mehr möglich
ist. Jeder Punkt innerhalb der ROC Kurve zeigt das Verhältnis von Sensitivität und
Spezifität in Bezug zu dem jeweils bestimmenden Schwellenwert: ein Schwellenwert von
≥4,75% ECRG4 -Methylierungsgrad definierte bei maximaler Präzision (100% Spezifi-
tät) einen Sensitivitätswert von 64,3%.
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se (100% Spezifität) konnte ein stabiler Sensitivitätswert von 64,3% bei leicht erhöhter
Diskriminierungsstärke (AUC : 0,930; P<0,001, 95% KI: 0,87-0,99) erzielt werden (Abb.
30B).
3.1.4.2 Effizienz des Kandidatengens ITIH5
Im Fall von ITIH5 zeigte die graphische Darstellung der Methylierungsfrequenzen aller
neun untersuchten CpG-Dinukleotide als Pyrogramm eine im Vergleich zu den Kontroll-
urinen (Normal- sowie Zystitis-assoziierte Urine; n=15) gesteigerte Methylierungsfrequenz
innerhalb der TCC-assoziierten (n=31) Urinproben (Abb. 31). Innerhalb der analysierten
Sequenz zeigten die CpG-Einheiten 12-14 die höchste Prävalenz sowie im Median die
größte Differenz im Methylierungsgrad zwischen Tumor- und Kontrollgruppe und wurden
entsprechend als “best-CpGs” gekennzeichnet.
Abbildung 31: Pyrogramm des analysierten ITIH5 -Locus. Grafische Darstellung der medianen
ITIH5 -Methylierungsfrequenzen tumorassoziierter Urinproben (schwarz) im Vergleich
zu Kontroll-Urinen (grau-gestrichelt) für jede der neun CpG-Dinukleotide innerhalb der
mittels Pyrosequenzierung untersuchten ITIH5 -Promotorsequenz. Rote Pfeile: CpG-
Einheiten mit größtmöglichem Biomarker-Potential. Blaue Pfeile: relative Hybridisie-
rungspositionen der MSP-Primer.
Die Methylierungsfrequenzen aller neun CpG-Einheiten des untersuchten Promotor-
bereichs wurden anschließend als medianer Methylierungsgrad für jede Probe errechnet
(32A). Die Urinproben von Harnblasenkarzinom-Patienten zeigten einen im Median si-
gnifikant 1,6-fach (P≤0,01) erhöhten Methylierungsgrad (mittlere Methylierung: 13,37%
± 12,13%; medianer Methylierungsanteil: 8,0%, Spanne: 2,0-50,0%) im direkten Vergleich
zur Kontrollgruppe (mittlere Methylierung: 4,47% ± 1,767%; medianer Methylierungsan-
teil: 5,0%, Spanne: 2,0-7,0%).
Eine Einbeziehung von Prostatakarzinom-assoziierten Urinproben in die Kontrollko-
horte hatte aufgrund einer gesteigerten Fallzahl von frequentiert methylierten Proben eine
erhöhte Streuung innerhalb der Kontrollkohorte im Scatter Plot (mittlere Methylierung:
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Abbildung 32: Diskriminierungsstärke des ITIH5 -Locus. A) Scatter Plot Darstellung des me-
dianen Methylierungsgrads aller neun CpGs im analysierten ITIH5 -Promotorbereichs
(Ordinate) für jede der getesteten Urinsedimentproben (Abszisse), eingeteilt in Tumor-
(n=31) und Kontrollgruppe (n=15). Es zeigte sich ein signifikant erhöhter Methy-
lierungsgrad in tumorassoziierten Urinen (Mann-Whitney-Test; P<0,01). Horizontal-
Balken: Mittelwert der Gruppe. B) Effizienz-Bestimmung (Sensitivität/Spezifität) des
ITIH5 -Biomarker-Potentials. Dargestellt ist eine ROC Kurve (blau) mit einer Diskri-
minierungsstärke (AUC ) von 0,795 (P<0,01). Diagonale Linie (grün) repräsentiert eine
AUC von 0,5 bei der eine Diskriminierung zwischen Kontroll- und Testgruppe nicht mehr
möglich ist. Jeder Punkt innerhalb der ROC Kurve zeigt das Verhältnis von Sensitivität
und Spezifität in Bezug zu dem jeweils bestimmenden Schwellenwert: ein Schwellenwert
von ≥7,5% ITIH5 -Methylierungsgrad definierte bei maximaler Präzision (100% Spezi-
fität) einen Sensitivitätswert von 51,6%.
Abbildung 33: Diskriminierungsstärke des ITIH5 -Locus bei Einbeziehung einer weiteren
urologischen Tumorentität. A) Scatter Plot Darstellung des medianen Methylie-
rungsgrads aller neun CpGs im analysierten ITIH5 -Promotorbereichs (Ordinate) für
jede der getesteten Urinsedimentproben (Abszisse), eingeteilt in Tumor- (n=31) und
Kontrollgruppe (n=21). Es zeigte sich ein signifikant erhöhter Methylierungsgrad in tu-
morassoziierten Urinen (Mann-Whitney-Test; P<0,05). Horizontal-Balken: Mittelwert
der Gruppe. B) Effizienz-Bestimmung (Sensitivität/Spezifität) des ITIH5 -Biomarker-
Potentials. Dargestellt ist eine ROC Kurve (blau) mit einer Diskriminierungsstärke
(AUC ) von 0,720 (P<0,05). Diagonale Linie (grün) repräsentiert eine AUC von 0,5
bei der eine Diskriminierung zwischen Kontroll- und Testgruppe nicht mehr möglich ist.
Jeder Punkt innerhalb der ROC Kurve zeigt das Verhältnis von Sensitivität und Spezifi-
tät in Bezug zu dem jeweils bestimmenden Schwellenwert: ein stabiler Sensitivitätswert
von 51,6% bedingt bei einem Schwellenwert von ≥7,5% einen Spezifitätswert von 84,2%.
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6,91% ± 7,78%; medianer Methylierungsanteil: 5,0%, Spanne: 2,0-39,0%, P≤0,05) (Abb.
33A) und dementsprechend eine deutliche Senkung der Spezifität (84,2%) bei gleichblei-
bender Sensitivität (51,6%; AUC: 0,720; P=0,01) zur Folge (Abb. 33B). In Tabelle 63
sind die ROC -basierten Effizienzwerte für die Einzelmarker ECRG4 und ITIH5 zusam-
mengefasst.
Tabelle 63: Effizienz der Einzelmarker: ECRG4 und ITIH5
Effizienz
Biomarker Schwellenwert Spezifität Sensitivität AUC P-Wert
ECRG4 Assay-1b 4,75% 100% 64,3% 0,930 <0,001
ECRG4 Assay-2a 4,75% 100% 45,2% 0,668 0,070
ECRG4 (best-CpG)a 4,75% 100% 65,9% 0,909 <0,001
ITIH5a 7,5% 100% 51,6% 0,795 0,002
ITIH5b 7,5% 84,2% 51,6% 0,720 0,010
ITIH5 (best-CpG)a 7,5% 100% 51,7% 0,754 0,008
aIn Relation zur Kontrollkohorte bestehend aus gesunden und Entzündungs-
assoziierten Urinproben; bIn Relation zur Kontrollkohorte bestehend aus gesunden,
Entzündungs- und Prostatakarzinom-assoziierten Urinproben.
Eine anschließende Grenzwertoptimierung mittels ROC Analyse erbrachte eine Detek-
tionseffizienz von 51,6% bei 100% Spezifität (AUC : 0,795; P=0,002, 95% KI: 0,666-0,924)
(Abb. 32B). Eine Einbeziehung ausschließlich der definierten “best-CpGs” erbrachte eine
marginale Steigerung der Detektionsstärke auf 51,7% bei 100% Spezifität, während sich
die AUC mit 0,754 (P=0,008) leicht verschlechterte (ROC Kurve nicht dargestellt).
3.1.4.3 Effizienz des Zwei-Gen-Panels ECRG4 -ITIH5 (EI)
Die Kombination der beiden Kandidatengene ECRG4 und ITIH5 erbrachte im Folgenden
eine deutliche kumulative Sensitivitätssteigerung. Hierzu wurde der mittlere Methylie-
rungsgrad beider Einzelmarker jeder Probe errechnet. Dies ist als Scatter Plot Diagramm
in Abbildung 34A für die TCC-assoziierten (n=31) und die Kontrollgruppe (n=15), zu-
nächst bestehend aus gesunden und entzündlichen Urinproben, dargestellt. Die Tumor-
gruppe zeigte eine hochsignifikante (P<0,001) mittlere 4-fach gesteigerte Methylierungs-
frequenz (mittlerer Methylierungsgrad: 13,59% ± 11,71%; medianer Methylierungsanteil:
9,783%, Spanne: 3,04-46,33%) im Vergleich zu den Kontrollurinen (mittlerer Methylie-
rungsgrad: 3,36% ± 1,31%; medianer Methylierungsanteil: 4,152%, Spanne: 1,0-4,59%).
Von Bedeutung für die Effizienz dieses Biomarker-Panels erwies sich die geringe Streuung
innerhalb der Kontrollgruppe, was sich in der ROC -Analyse widerspiegelte (Abb. 34B).
So verwies der AUC -Wert von 0,924 bei einem 95%tigen Konfidenzintervall von 0,847 -
1,000 mit P<0,0001 auf eine hochsignifikante Güte dieses Tests. Der Schwellenwert bei
maximaler Präzision betrug 4,65%. Basierend auf diesem konnten bei 100% Spezifität
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(alle 16 Kontrollurine wurden als negativ erkannt (Richtig-Negative)) 26 von 31 Tumore
(83,9% Sensitivität) positiv detektiert (Richtig-Positive) werden. Dies entsprach einem
positiven (prädiktiven) Vorhersagewert (PPV), d.h. der Wahrscheinlichkeit des Patienten
bei Positivität des Tests auch an einem Tumor erkrankt zu sein, von 100% sowie einem
negativen (prädiktiven) Vorhersagewert (NPV), d.h. der Wahrscheinlichkeit des Patien-
ten bei Negativität des Tests nicht an einem Tumor erkrankt zu sein, von 75,0%. Eine
Verwendung ausschließlich der in den Einzel-Analysen als “best-CpG” gekennzeichnete
CpG-Einheiten beider Kandidatengene erbrachte in der Panelausführung keine Effizienz-
steigerung (61,3% Sensitivität bei 100% Spezifität; AUC: 0,762; P=0,01; 95% KI: 620-905;
Daten als Grafik nicht dargestellt).
Abbildung 34: Biomarker-Effizienz des Zwei-Genpanels ECRG4 -ITIH5. A) Scatter Plot Dar-
stellung des mittleren Methylierungsgrads beider Einzelmarker (Ordinate) für jede der
getesteten Urinsedimentproben (Abszisse), eingeteilt in Tumor- (n=31) und Kontroll-
gruppe (n=15). Es zeigte sich ein signifikant erhöhter Methylierungsgrad in tumoras-
soziierten Urinen (Mann-Whitney-Test; P<0,001). Horizontal-Balken: Mittelwert der
Gruppe. B) Effizienz-Bestimmung (Sensitivität/Spezifität) der kumulativen Biomarker-
Kombination beider Einzelgene. Dargestellt ist eine ROC Kurve (blau) mit einer Dis-
kriminierungsstärke (AUC ) von 0,924 (P<0,001). Diagonale Linie (grün) repräsentiert
eine AUC von 0,5 bei der eine Diskriminierung zwischen Kontroll- und Testgruppe
nicht mehr möglich ist. Jeder Punkt innerhalb der ROC Kurve zeigt das Verhältnis von
Sensitivität und Spezifität in Bezug zu dem jeweils bestimmenden Schwellenwert: ein
Schwellenwert von ≥4,65% bedingte bei maximaler Präzision (100% Spezifität) einen
Detektionsstärke von 83,9%.
Dagegen erwies sich dieser Test in der klinisch-relevanten Patientengruppe von pTa-
Urothelkarzinomen als effizient. Bei 100% Spezifität konnten mittels ECRG4 -ITIH5 -
Panels an Urinproben 11 von 13 (84,6%) pTa Tumore (bestehend aus low und high grade
Karzinomen) und sogar acht von neun (89,9%) low grade pTa Tumorgruppe nachgewie-
sen werden. Die Einbeziehung von Prostatakarzinom-assoziierten Urinproben (n=5) in
die Gruppe der Kontrollurine (insgesamt n=20) führte zu einer gesteigerten Streurate
(Abb. 35A). Während die TCC-assoziierten Urine (n=31) nach wie vor einen signifikant
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gesteigerten medianen Methylierungsgrad von 9,8% (P<0,001) aufwiesen, zeigten die Kon-
trollurine eine mediane Methylierungsfrequenz von 4,2% mit einer Spanne von 1,0-6,0%.
Abbildung 35: Biomarker-Effizienz des Zwei-Genpanels ECRG4 -ITIH5 bei Einbeziehung
einer weiteren urologischen Tumorentität als Kontrolle. A) Scatter Plot Dar-
stellung des mittleren Methylierungsgrads beider Einzelmarker (Ordinate) für jede der
getesteten Urinsedimentproben (Abszisse), eingeteilt in Tumor- (n=31) und Kontroll-
gruppe (n=20). Es zeigte sich ein signifikant erhöhter Methylierungsgrad in tumoras-
soziierten Urinen (Mann-Whitney-Test; P<0,001). Horizontal-Balken: Mittelwert der
Gruppe. B) Effizienz-Bestimmung (Sensitivität/Spezifität) der kumulativen Biomarker-
Kombination beider Einzelgene. Dargestellt ist eine ROC Kurve (blau) mit einer Dis-
kriminierungsstärke (AUC ) von 0,912 (P<0,001). Diagonale Linie (grün) repräsentiert
eine AUC von 0,5 bei der eine Diskriminierung zwischen Kontroll- und Testgruppe
nicht mehr möglich ist. Jeder Punkt innerhalb der ROC Kurve zeigt das Verhältnis
von Sensitivität und Spezifität in Bezug zu dem jeweils bestimmenden Schwellenwert:
ein Schwellenwert von ≥4,65% bedingte bei stabiler Detektionsstärke von 83,9% einen
Spezifitätsverlust von 5% (95%).
Tabelle 64: Effizienz des ECRG4 -ITIH5 -DNA-Methylierungsbiomarker Panel
Effizienz
Biomarker Schwellenwert Spezifität Sensitivität PPV NPV
ECRG4 -
ITIH5 a
4,65% 100% 83,9% 100% 75%
4,33% 80% 87,1% 90% 75%
ECRG4 -
ITIH5 b
4,65% 95% 83,9% 96,3% 79,2%
4,33% 70% 87,1% 81,8% 77,7%
aIn Relation zur Kontrollkohorte bestehend aus gesunden und
Entzündungs-assoziierten Urinproben; bIn Relation zur Kontrollkohorte
bestehend aus gesunden, Entzündungs- und Prostatakarzinom-assoziierten
Urinproben.
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Die Folge dessen war eine Reduzierung der Spezifität des ECRG4 -ITIH5 -Genpanels
von 100% auf 95% bei gleichbleibender Detektionsstärke (83,9%) mit dennoch nahezu
gleichbleibender Güte (AUC: 0,912; P<0,0001, 95% KI: 0,834-0,990) (Abb. 35B). Damit
wurde einem Kontroll-Patient, der an einem Prostatakarzinom erkrankt war, fälschli-
cherweise ein Harnblasenkarzinom zugesprochen. Dies entsprach einem PPV-Wert von
96,3% und einem NPV-Wert von 79,2%. Unter Berücksichtigung dieses Befunds zeigt das
ECRG4 -ITIH5 -DNA-Methylierungsbiomarker Panel eine Spezifität für zumindest urolo-
gische maligne Erkrankungen, die in einem Anwendungsfall einzubeziehen wäre, sowie ein
großes klinisches Potential ein breites Spektrum von Harnblasenkarzinomen nachzuwei-
sen. In Tabelle 64 sind die ROC -basierten Effizienzwerte basierend auf unterschiedlich
definierten Trenngrößen für das ECRG4 -ITIH5 -Genpanel zusammengefasst.
3.2 Bedeutung von ITIH5 für die Entwicklung und Progression
des humanen Harnblasenkarzinoms
3.2.1 Herabregulation der ITIH5 -mRNA-Expression in primären Urothel-
karzinomen
Die vorliegende Datenlage zu ITIH5, die sich u.a. aus einer publizierten Studie zum
Mammakarzinom ableitete (Veeck et al., 2008b), bekräftigte die Annahme einer möglichen
tumorbiologischen Bedeutung von ITIH5 für die Entwicklung und Progression des Uro-
thelkarzinoms, die es im Weiteren detaillierter zu entschlüsseln galt. Ziel war es zunächst,
Anzeichen für einen tumorsuppressiven Charakter von ITIH5 für das Urothelkarzinom
mittels retrospektiver Expressionsanalysen an Patientenkohorten zu evaluieren.
Abbildung 36: Der ITIH5 -Expressionsverlust in primären Urothelkarzinomen. Real-Time
PCR-Messung der ITIH5 -mRNA-Expression in 33 Tumorproben (graue Balken) und
9 Normalgeweben (weiße Balken). Die Berechnung der medianen Expression der Tu-
morproben erfolgte durch Normierung auf die mediane Expression der Normalgewebe
(Goldstandard). Vertikale Linien: + Fehler der Dreifachbestimmung.
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Überdies galt es die biologische Relevanz anhand erster in vitro Experimente zur Funk-
tion von ITIH5 in der Tumorentstehung der Harnblase, insbesondere hinsichtlich papil-
lärer Tumorzellen, zu bestimmen und damit dem im Kapitel 3.1 zugedachten diagnos-
tischen Potential zusätzlich eine mögliche prognostische Qualität in Aussicht zu stellen.
Begonnen wurde mit der Evaluierung eines möglichen tumorbedingten ITIH5 -mRNA-
Expressionsverlusts unter Verwendung von primären Urothelkarzinomgewebe-Proben. Als
Referenzgewebe fungierten Normalurothel-Proben, die aus Tumor angrenzenden Area-
len gewonnen wurden. Eine Real-Time basierte Expressionsanalyse zeigte sowohl inner-
halb der Normurothelgeweben (n=9) als auch in ungepaarten Urothelkarzinomgeweben
(n=33) eine relativ variable ITIH5 -mRNA-Expression (Abb. 36). Dennoch wies die me-
diane ITIH5 -Expression der Urothelkarzinome (Median: 0,65) in Bezug zum Median der
Normalurothelgewebe, unabhängig von jeweiligen Tumorsubtypen, eine deutliche Tendenz
zur Herabregulation auf. Eine Box Plot basierte Subgruppenanalyse erbrachte schließ-
lich eine signifikante Herabregulation (P<0,05) der ITIH5 -mRNA-Expression in invasiven
Urothelkarzinomen (Abb. 37A).
Abbildung 37: Subgruppenanalyse des ITIH5 -Expressionsverlust in primären Urothelkarzi-
nomen. A) Box Plot der ITIH5 -Expression zwischen Normal- (weiß), papillären (pTa,
hellgrau) und invasiven (pT1-4, dunkelgrau) Tumorproben. Horizontale Linie: Median,
vertikale Linie: Minimum und Maximum. Box: 25% bis 75% Quartile; ns: nicht signifi-
kant, ∗: P<0,05; zweiseitiger, nicht-parametrischer Dunn’s-multipler-Vergleichstest. B)
Box Plot der ITIH5 -Expression zwischen papillären low grade (pTa, hellgrau) und high
grade (pTa,1-4, dunkelgrau) Tumorproben. Horizontale Linie: Median, vertikale Linie:
Minimum und Maximum. Box: 25% bis 75% Quartile; ∗: P<0,05, zweiseitiger Mann-
Whitney U-Test.
Während die ITIH5 -Expression zwischen Normalgewebe (Median: 1,00) und papil-
lären Tumoren (Median: 0,93; Spannweite: 0,02-1,90; 25-75% Quartile: 0,08-0,96) keine
signifikante Deregulation aufwies, zeigten invasive Urothelkarzinome in Bezug zum Nor-
malgewebe eine mediane Expression von 0,41 (Spannweite: 0,02-1,90; 25-75% Quartile:
0,08-0,96). Ein direkter Vergleich von low grade und high grade Tumoren offenbarte über-
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dies eine noch stärkere Herabregulation von ITIH5 in progressiv fortgeschrittenen Tu-
moren (Median: 0,39) (Abb. 37B). Daraus errechnete sich für die Gruppe der high grade
Urothelkarzinome ein signifikanter (P<0,05) 3-facher ITIH5 -mRNA-Expressionsverlust.
3.2.2 Charakterisierung der ITIH5-Proteinexpression im Urothel der Harn-
blase und Bestimmung eines ITIH5-Proteinverlusts in humanen Uro-
thelkarzinomen
Die signifikante Herabregulation der ITIH5 -mRNA in invasiven Tumoren der Harnblase
sollte im Weiteren auf Proteinebene bestätigt werden. Hier galt es zunächst das ITIH5-
Proteinexpressionsmuster in gesundem Urothel zu charaktersieren, um anschließend aus-
gehend davon die Expression in primären Urothelkarzinomen zu vergleichen. Zu die-
sem Zweck wurden immunhistochemische Färbungen von Normalurothelgeweben mit ei-
nem polyklonalen ITIH5-Antikörper durchgeführt. Als Positivkontrolle für die ITIH5-
Antikörper Etablierung diente das bereits beschriebene ITIH5-Expressionsmuster in hu-
manem Plazentagewebe (Himmelfarb et al., 2004).
Abbildung 38: Charakterisierung der ITIH5-Proteinexpression in humanem Harnblasen-
gewebe. Immunhistochemische Untersuchung der ITIH5-Proteinexpression in nor-
malen plazentären- sowie Harnblasen-Gewebeschnitten. a: charakteristisches ITIH5-
Expressionsmuster in humanem Plazentagewebe (Positivkontrolle). b: und c: star-
ke ITIH5-Färbung in Epithelzellen der humanen Urothelschicht (Immunreaktivität
(IRS=12)). Schwarzer Pfeil in c: gefärbte Leukozytären Zelltypen. d: Negativkontrolle
humaner Harnblasengewebeschnitte. e: Deutliche ITIH5-Färbung innerhalb der Super-
fizialschicht humaner Urothelzellen (Pfeil).
In den Schichten der Harnblase zeigten insbesondere das mehrschichtige Urothel ei-
ne kräftige ITIH5-Proteinfärbung. Diese war präferenziell im Zytoplasma, teils auch in
ECM-Strukturen epithelialer Zellen des gesunden Urothels ausgeprägt. Insbesondere die
Superfizialschicht des Urothels, die aus gutdifferenzierten Epithelzellen besteht, wies eine
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dominante Proteinfärbung auf. Eine eher sporadische ITIH5-Färbung zeigte sich in leu-
kozytären Zelltypen, wie Makrophagen oder Trophoblasten. Daneben konnte das ITIH5-
Protein ebenfalls in kontraktilen Zellen, wie Muskelgewebe nachgewiesen werden (Abb.
38).
Abbildung 39: Qualitativer Vergleich der ITIH5-Proteinexpression in normalem und tu-
morösem Harnblasengewebe. Exemplarische Darstellung einer immunhistochemi-
schen Färbung der ITIH5-Proteinexpression eines Harnblasengewebeschnittes mit so-
liden Tumor- und korrespondierenden Normalurothel-Anteilen. a: Übersichtsgewebe-
schnitt der ITIH5-Färbeintensität in Tumor- und angrenzendem Normalgewebe. Ge-
rahmte Rechtecke markieren vergrößerte Areale (b und c). b: sehr schwache ITIH5-
Färbung in invasiven Karzinomzellen (IRS=4) c: starke ITIH5-Färbung in normalen
humanen Urothelzellen (IRS=12).
Im Gegensatz zu der deutlichen ITIH5-Färbung in gesundem Urothelgewebe zeig-
ten die Tumorgewebe eine in großen Teilen schwache ITIH5-Proteinfärbung. Dies tritt
besonders deutlich in der Abbildung 39 zu Tage, in der neben einem großen invasiven
Tumoranteil, das eine maximal schwache ITIH5-Färbung aufwies, eine starke Färbung
angrenzenden Normalurothels einen tumorbedingten ITIH5-Proteinverlust klar visuali-
sierte. Parallel zur qualitativen Charakterisierung wurde eine Quantifizierung der ITIH5-
Proteinfärbung im humanen Urothelgewebe mit dem immunreaktiven Score (IRS) nach
Remmele und Stegner vorgenommen (Remmele und Stegner, 1987). Insgesamt wurde die
ITIH5-Expression in sieben gesunden Urothelgeweben und 55 Urothelkarzinomen mit-
tels IRS semi-quantitativ erfasst (Abb. 40A-F). Alle Normalgewebe wiesen, wie bereits
qualitativ bestimmt, eine deutliche ITIH5-Proteinexpression auf (Medianer IRS: 12), wäh-
rend in 65,5% (36/55) der Urothelkarzinome ein signifikanter Proteinverlust von IRS ≤6
(Mittlerer IRS: 6,8 ± 2,206; Medianer IRS: 6, Spannweite: 3-12, P≤0,05) feststellbar war
(Abb. 41A). Eine Subgruppenanalyse erbrachte im direkten Vergleich zum Normalurothel
(Mittlerer IRS: 10,43 ± 1,988; Medianer IRS: 12, Spannweite: 8-12) einen signifikanten
ITIH5-Proteinverlust (P≤0,05) in 26 papillären Urothelkarzinomen (Mittlerer IRS: 7,269
± 2,051; Medianer IRS: 6, Spannweite: 6-12) und sogar eine mit P≤0,001 hochsignifi-
kante Herabregulation in 29 invasiven Urothelkarzinomen (Mittlerer IRS: 6,379 ± 2,290;
Medianer IRS: 6, Spannweite: 3-12) (Abb. 41B).
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Abbildung 40: Der ITIH5-Proteinexpressionsverlust im humanen Harnblasenkarzinom. A-
D) Repräsentative Abbildungen von analysierten Urothelkarzinomgewebespots. A-C:
invasive Tumore (IRS=3 (A), IRS=12 (B), IRS=4 (C); D: papillärer Tumor (IRS=6)).
E und F) Verteilung der ITIH5-Färbung innerhalb der Gruppe der Normal- (n=7) und
Tumorproben (n=55). Grauer Balken: Medianer IRS. Der IRS berechnet sich aus dem
kumulativen Produkt von Färbeintensität (0: negativ, 1: schwach, 2: mäßig, 3: stark)
und der Färbequantität (0: negativ, 1: <10% positive Zellen, 2: 10-50% positive Zellen,
3: 51-80% Zellen, 4: >80% positive Zellen). IRS Minimum: 0 (0x0) und IRS Maximum:
12 (3x4).
Abbildung 41: Subgruppenanalyse des ITIH5-Proteinexpressionsverlusts in primären Uro-
thelkarzinomen. A) Box Plot der IRS Verteilung zwischen Normal- und Tumorproben.
∗∗: P<0,01, horizontale Linie: Median, vertikale Linie: Minimum und Maximum. Box:
25% bis 75% Quartile, zweiseitiger Mann-Whitney U-Test. B) Box Plot der IRS Vertei-
lung zwischen Normal- und Tumorproben. ns : nicht signifikant; ∗: P<0,05; ∗∗∗: P<0,001,
horizontale Linie: Median, vertikale Linie: Minimum und Maximum. Box: 25% bis 75%
Quartile, zweiseitiger, nicht-parametrischer Dunn’s-multipler-Vergleichstest.
126 Ergebnisse
3.2.3 Korrelation der ITIH5 -Promotorhypermethylierung und Expression in
humanen Harnblasenzelllinien
Nach Feststellung eines signifikanten Expressionsverlusts von ITIH5-mRNA und Protein
im humanen Urothelkarzinom stellte sich die Frage nach dem verantwortlichen Regulati-
onsmechanismus.
Abbildung 42: Skizze des untersuchten ITIH5 -Promotorbereichs mit potentiell regulations-
relevanten Transkriptionsfaktorbindestellen. Das obere Schema der Abbildung
skizziert die ITIH5 -Genstruktur, lokalisiert auf Chromosom 10p14, dessen 14 Exons
(dunkelblaue Boxen) das Haupttranskript (die kodierende Sequenz; CDS) bestimmen
und von der 5’-untranslatierten Region (5’-UTR) bzw. der 3’-untranslatierten Regi-
on (3’-UTR) (hellblaue Boxen) flankiert wird. Zwischen den kodierenden Exons lie-
gen ausgedehnte Intron-Sequenzen. Die schematische Darstellung in der Bildmitte zeigt
das Ergebnis einer in silico Analyse der ITIH5 -Promotorregion (1500 Bp). Definierte
CpG-Inseln (hellblau) innerhalb des ITIH5 -Promotors sind markiert. Diese Sequenzen
erstrecken sich über die 5’UTR Region des Gens bis in das erste Exon und sind in Rela-
tion zum Transkriptionsstart (schwarzer Pfeil, +1) in den Bereichen zwischen -999 bis
+886, -742 bis -629 und -371 bis +126 Basenpaaren lokalisiert. Vertikale rote Balken
unterhalb der Sequenzabszisse deuten CpG-Dinukleotide an. Der untere Bildausschnitt
zeigt die relative Position des mittels Pyrosequenzierung erfassten Promotorbereichs
und der entsprechenden CpG-Dinukleotide (orange Boxen 1-5 und 10-14; hellgraue Bo-
xen repräsentieren nicht-erfasste CpGs). Schwarze, horizontale Pfeile: relative Hybri-
disierungsregion der ITIH5 -MSP-Primer. Rote Boxen (1A-1C): Illustration putativer
Bindungsstellen für Gentranskription regulierende Faktoren. Die Konsensussequenzen
wurden durch eine in silico Promotorsequenzanalyse ermittelt (Genomatix). Box 1A:
Teil des Promotormodell-Elements ETSF-SP1F-03 (Konfidenzniveau: 0,96); Box 1B:
Teil des Promotormodell-Elements ETSF-SP1F-03 (Konfidenzniveau: 0,91); Box 1C:
Teil des Promotormodell-Elements ETSF-SP1F-01 (Konfidenzniveau: 0,98).
Angesichts der ITIH5 -Methylierungsanalysen im Rahmen der Biomarker-Studie (vgl.
Kapitel 3.1), die eine TCC-assoziierte Methylierung jenes ITIH5 -Promotorbereichs iden-
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tifizierten, dessen Methylierung im Mammakarzinom bereits als molekulare Ursache für
den Verlust des ITIH5-Proteins beschrieben wurde (Veeck et al., 2008b), sollte dieser
möglicher Regulationsmechanismus im Weiteren für das Harnblasenkarzinom untersucht
werden. Die initialen Untersuchungen zur Relevanz der ITIH5 -Promotormethylierung er-
folgte an Harnblasenzelllinien, da diese eine leicht verfügbare Quelle von Tumorzellen
darstellen, die im speziellen individuelle Wachstumsformen von Tumoren repräsentieren
(Hatina et al., 2008). Während die MSP-basierten Methylierungsanalysen an den vier
Harnblasenzelllinien UROtsa, RT4, RT112 und J82 (vgl. Kapitel 3.1.1) bereits qualitativ
eine methylierte Konfiguration distinkter CpG-Dinukleotide zeigten, sollte im Folgenden
dieser Promotorbereich mittels Pyrosequenzierung einer detaillierten und quantitativen
Analyse unterzogen werden. Abbildung 42 illustriert schematisch die Lage des pyrose-
quenzierten Sequenzbereichs inklusive potentieller Transkriptionsfaktorbindestellen, der
innerhalb des ITIH5 -Promotors neun CpGs (Position 1-4 und 10-14) abdeckte und gemäß
den Kriterien von Takai und Jones (Takai und Jones, 2002) eine distinkten CpG-Inseln
(Position: -999 bis -886 relativ zum Transkriptionstart) beherbergte. Die Positionen der
verwendeten MSP-Primer sowie die putativer Urogenital- und Brustgewebe-assoziierter
Transkriptionsfaktorbindestellen (ETS1 Factor; GC-Box Factoren SP1/GC), deren ermit-
telte Konsensussequenzen als Teil des transkriptionsrelevanten Moduls ETSF-SP1-03/01
beschrieben wurden (Müller et al., 1999), sind eingezeichnet. Die Transkriptionsfaktor-
bindestellen wurden mit Hilfe von “Genomatix” in silico nach stringenten Kriterien (Kon-
fidenzniveau für die Konsensusequenz: >90%) identifiziert. Die Sequenz, welche die CpGs
5-9 abdeckte, konnte nicht pyrosequenziert werden. Hierbei erbrachte die unmethylierte
Kontrolle im Mittel eine Methylierungsfrequenz von 4,9% und definiert ein technisches
Hintergrundrauschen. Der mittlere Methylierungsgrad der M-Kontrolle lag bei 74,8% und
wurde dementsprechend als maximaler Grad der ITIH5 -Methylierung (für diesen Assay)
festgelegt.
Einen quantitativen Überblick über den Methylierungsgrad der neun CpGs inner-
halb des pyrosequenzierten ITIH5 -Promotorareals (Pyrogramm) der Harnblasenzelllinien
UROtsa, EJ28, HCV29, RT112, KK47 und J82 ist in Abbildung 43A dargestellt. Die
Methylierungsverteilung der CpG-Dinukleotide stellte sich dabei sehr heterogen im unter-
suchten Sequenzbereich dar und zeigte einen relativ oszillierenden Verlauf. Entsprechend
ließen sich Maxima (CpG 10, 12, 13 und 14) und Minima (z.B. CpG 4 und 11) iden-
tifizieren, die in allen untersuchten Zelllinien ähnliche Tendenzen aufwiesen (Abb. 43B).
Die Ergebnisse der Sequenzierung des ITIH5 -Promotors deckten sich dabei mit den MSP-
Ergebnissen (Abb. 44). Insgesamt zeigten alle analysierten Zelllinien unabhängig vom Ma-
lignitätsgrad und individuellen Subtypen eine über den ITIH5 -Promotorbereich prozentu-
al hohe Methylierungsstärke. Zur Bestimmung eines mittleren ITIH5-Methylierungsgrades
wurden alle neun analysierten CpG-Dinukleotide aus jeder Zelllinie herangezogen. Die
mittlere Methylierungsstärke wies aber zwischen Normalurothelzelllinien (UROtsa Medi-
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Abbildung 43: Methylierungsgrad der CpG-Dinukleotide im ITIH5 -Promotor von Harnbla-
senzelllinien. A) 3D-Darstellung der analysierten CpGs-Einheiten im ITIH5 Promotor
als Pyrogramme für die untersuchten Zelllinien UROtsa, HCV29, RT112, KK47, J82 und
EJ28. Alle Zelllinien zeigen im Median einen hohen Methylierungsgrad, wenngleich sich
das Methylierungsprofil sehr heterogen darstellt. UK: unmethylierte Kontrolle; MK: in
vitro methylierte Kontrolle. Die Methylierungsstärke jedes CpG-Dinukleotids wurde mit
der Methylierungsfrequenz (Hintergrundrauschen) der korrespondierenden CpG-Einheit
der U-Kontrolle verrechnet. B) 2D-Ansicht der heterogenen Methylierungsfrequenzen
für alle neun CpG-Dinukleotide im untersuchten ITIH5 -Promotorbereich. In Bezug zur
Methylierungsfrequenz zeigten sich bei der Mehrzahl der untersuchten Zelllinien einzel-
ne Minima bei CpG 4 und 11, einzelne Maxima bei CpG-Positionen 12-14. Die blauen
Pfeile repräsentieren die relative Hybridisierungsbindestellen der MSP-Primer.
Abbildung 44: ITIH5 -mRNA-Expression in humanen Harnblasenzelllinien. Graphische Dar-
stellung der Real-Time-basierten relativen ITIH5 -mRNA-Expression in fünf huma-
nen Harnblasenzelllinien und gepoolten Normalurothelgeweben (n=9). Die ITIH5 -
Expressionsstärke in immortalisierten UROtsa Normalurothelzellen diente der Normie-
rung der Expressionslevel aller anderen Werte und wurde gleich 1 gesetzt. GAPDH
fungierte als interner Standard. U: unmethylierte Normalgewebe, M: Gruppe methy-
lierter Zelllinien. ∗∗∗: P<0,001, zweiseitiger Mann-Whitney U-Test. Vertikale Linien: +
Fehler der Dreifachbestimmung.
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an: 56,11% ± 7,46; HCV29 Median: 59,11% ± 9,16) und malignen Harnblasenzelllinien
(RT112 Median: 63,44% ± 7,32; KK47 Median: 62,67% ± 10,58; J82 Median: 54,67%
± 9,993; EJ28 Median: 48,11% ± 11,41) keinen signifikanten Unterschied auf. Zwecks
Korrelation der Methylierungsdaten mit der ITIH5 -Expression wurde die ITIH5 -mRNA-
Expression in den Zelllinien mittels Real-Time PCR bestimmt. In Übereinstimmung
mit der prozentualen Methylierungsstärke der einzelnen CpGs zeigten diese Zelllinien
im Vergleich zur Expression von Normalurothelgeweben (n=9) einen hochsignifikanten
(P<0,001) >3000-fachen Verlust der ITIH5 -mRNA-Expression (Abb. 44).
3.2.4 ITIH5 -Reexpression nach in vitro Demethylierung
Die Korrelation zwischen der ITIH5 -Promotormethylierung und dem Expressionsverlust
in humanen Harnblasenzelllinien ließ auf einen epigenetisch-assoziierten reprimierenden
Regulationsmechanismus schließen. Auf dieser Schlussfolgerung aufbauend sollte eine in
vitro Demethylierung des ITIH5 -Promotors mit einer Reexpression des Gens einhergehen.
Abbildung 45: In vitro Demethylierung des ITIH5 -Promotors. A) Der Methylierungsstatus
des mittels MSP untersuchten ITIH5 -Promotorbereichs vor (Kontrolle) und nach
(DAC/TSA) in vitro Demethylierung der Zelllinien RT112 und J82. Mit U und M
gekennzeichnete 2%ige-Agaraosegel-Banden stellen unmethylierte (U) und methylierte
(M) ITIH5 -Sequenzen dar. B-D) Quantitative Analyse des ITIH5 -Methylierungsgrads
vor (-, hellgraue Fläche) und nach (+, dunkelgraue Fläche) DAC/TSA Behandlung.
Die Methylierungsfrequenzen aller neun CpG-Dinukleotide sind als Pyrogramm für die
Zelllinien RT112, KK47 und J82 exakt dargestellt. Die Methylierungsstärke jeder CpG
wurde mit der Methylierungsfrequenz (Hintergrundrauschen) der korrespondierenden
CpG-Einheit der U-Kontrolle normiert. Blaue Pfeile: relative Hybridisierungsbindestel-
len der ITIH5 -MSP-Primer.
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Zu diesem Zweck wurden die malignen Urothelzelllinien RT112, KK47 und J82 mittels
5’-Aza-2’Deoxycycidin (DAC) einer globalen demethylierenden Behandlung, die lediglich
den Methylierungsstatus der Tochterzellen und nicht den der parentaler Zellen beein-
flusst, unterzogen. Aufgrund der synergistischen Wirkung übergeordneter epigenetischer
Mechanismen wie z.B. chromatinkondensierende Prozesse, die durch eine Histonacety-
lierung bedingt werden (Jones und Baylin, 2002), wurden die Zelllinien zusätzlich mit
dem Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin A (TSA) versetzt. Als Folge der demethy-
lierenden Behandlung konnte anschließend mittels MSP eine qualitative Abnahme der
M-Bandenstärke sowie zugleich eine Zunahme der U-Bandenstärke verifiziert werden. Re-
präsentative Bilder sind in Abbildung 45A für RT112 und J82 gezeigt. Die Quantifizierung
des Methylierungsgrades mittels Pytrosequenzierung bekräftigten die qualitativen MSP-
Ergebnisse. Die in vitro Applikation von DAC rief ein zum Kontroll-Zustand äquivalentes
Pyrogramm-Profil mit allerdings deutlich reduzierten Methylierungsfrequenzen in den be-
handelten Zelllinien hervor (Abb. 45B-D).
Abbildung 46: Eine ITIH5 -Reexpression korreliert mit einer ITIH5 -Promotor-De-
methylierung. A) Box Plot Darstellung der Methylierungsstärke des ITIH5 -Promotors
vor (-) und nach (+) DAC/TSA Behandlung für die Zelllinien RT112, KK47 und J82.
Horizontale Linie: Median, vertikale Linie: Minimum und Maximum. Box: 25% bis 75%
Quartile; ∗∗∗: P<0,001, zweiseitiger Mann-Whitney U-Test. B) Semiquantitative Real-
Time PCR der ITIH5 -Reexpression(FC) in Relation zum Haushaltsgen GAPDH nach
DAC, TSA oder DAC/TSA Behandlung des gleichen Demethylierungs-Experiments in
den Zelllinien RT112, KK47 und J82. Die ITIH5 -Expressionswerte vor DAC/TSA Be-
handlung dienten jeweils als Normierung und wurden gleich 1 gesetzt. Vertikale Linien:
+ Fehler der Dreifachbestimmung.
Eine über alle CpG-Dinukleotide gleichmäßige Demethylierungsreaktion fand nicht
statt und bedingte CpG-Positionen (z.B. CpG-Position 1 und 2 in RT112 Zellen) inner-
halb des untersuchten Promotorbereichs die besonders zugänglich für die Demethylierung
waren. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe zeigten die Zelllinien eine mediane
Reduktion des Methylierungsgrades innerhalb des sequenzierten ITIH5 -Promotorareals
von 77,8% (RT112, P<0,001), 35,5% (KK47) und 69,6% (J82) (Abb. 46A). Der Nachweis
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einer effektiven Demethylierung des ITIH5 -Promotors in den Zelllinien RT112, KK47 und
J82 konnte anschließend mittels Real-Time PCR basierten Expressionsanalysen mit der
ITIH5 -mRNA-Reexpression korreliert werden (Abb. 46B). Korrespondierend zu dem Me-
thylierungsstatus führte die DAC/TSA Behandlung in den malignen Zelllinien zu einer
540-fachen (RT112), einer 1160-fachen (KK47) bzw. einer 2252-fachen (J82) Induktion der
ITIH5 -Expression. In Übereinstimmung mit der statistisch hochsignifikanten Demethy-
lierung des ITIH5 -Promotors in papillären RT112 Karzinomzellen bewirkte bereits eine
DAC Applikation dieser Zellen - unabhängig von einer zusätzlichen Histondeacetylierung
- eine 182-fache ITIH5-Expressionssteigerung. Dem gegenüber reichte eine alleinige Be-
handlung aller Zelllinien mit TSA nicht aus, eine nennenswerte Reexpression von ITIH5
zu induzieren (Abb. 46B).
3.2.5 Die ITIH5 -Promotormethylierung in humanen Urothelkarzinomen ist
eng assoziiert mit der Expression des ITIH5 -Gens
Die Ergebnisse der in vitro Demethylierung verweisen auf eine transkriptionelle Rele-
vanz der ITIH5 -Promotormethylierung hinsichtlich des in Patientengewebe detektierten
ITIH5-Expressionsverlusts und warf die Frage auf, ob diese Korrelation auch in primären
Urothelkarzinom Bestand hat.
Abbildung 47: Die ITIH5 -Promotormethylierungsfrequenz in primären Harnbla-
senkarzinomgeweben. A) Repräsentative MSP-Ergebnisse der ITIH5-
Methylierungskonfiguration von vier Normalurothelgewebe-, vier papillären
Tumorgewebe- und vier invasiven Tumorgewebeproben (#). Mit U und M ge-
kennzeichnete 2%ige-Agaraosegel-Banden stellen unmethylierte (U) und methylierte
(M) ITIH5 -Allele dar. Universell polymethylierte (MK) und unmethylierte (UK)
Bisulfit-konvertierte DNA dienten als Positivkontrollen der MSP. Wasser diente
als Negativkontrolle (NTC). Nu: Normalurothel, pTa: papillärer Tumor, iT: invasi-
ver Tumor. B) Grafische Darstellung der Methylierungsfrequenz des untersuchten
Promotorbereichs von ITIH5 für alle untersuchten Tumorgewebe (n=58).
Der Nachweis eines im humanen Urothelkarzinom tumorspezifischen ITIH5 -Methyl-
ierungsereignisses konnte bereits im Rahmen der Biomarkerstudie erbracht werden (vgl.
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Kapitel 3.1). Diese MSP-basierten Methylierungsanalysen zeigten eine Methylierungsfre-
quenz von 59,3% im humanen Urothelkarzinom (Abb. 47; vgl. Tabelle 56). Die ITIH5 -
Promotormethylierung sollte nun mit der ITIH5 -mRNA-Expression (vgl. Abb. 36), wel-
che in identischen Patientenproben bestimmt wurde, korreliert werden. Normiert wurde
die Expression auf die mediane ITIH5 -Expression der Normalgewebe. Die Ergebnisse
der nach dem jeweiligen Methylierungsstatus gruppierten ITIH5 -mRNA-Expressionwerte
sind in Abbildung 48A aufgeführt. Die Gruppe unmethylierter Tumore wies mit ITIH5-
Expressionswerten relativ zum Haushaltsgen GAPDH zwischen 0,415 und 2,828 eine brei-
te Spannweite auf. Diese Tumore zeigten, unabhängig von Subtypen und Malignitätsgrad,
eine im Vergleich zum unmethylierten Normalgewebe äquivalente mediane Expression von
1,197. Gegensätzlich dazu zeigte die Gruppe methylierter Tumore einen statistisch hochsi-
gnifikanten (P=0,0002) 4,8-fachen ITIH5 -Expressionsverlust (mediane Expression: 0,246,
Spannweite: 0,0162-2,409) (Abb. 48B).
Abbildung 48: Korrelation der ITIH5 -Promotormethylierung und der korrespondierenden
ITIH5 -Expression in primären Harnblasentumoren. A) Darstellung der Real-
Time PCR-Daten der ITIH5 -mRNA-Expression in Harnblasenkarzinomgeweben, nach
dem entsprechenden ITIH5 -Methylierungsstatus gruppiert. U: unmethylierte TCC, M:
methylierte TCC. Die Berechnung der medianen Expression der Tumorproben beider
Gruppen erfolgte durch Normierung auf die mediane Expression des Normalgewebestan-
dards. Vertikale Linien: + Fehler der Dreifachbestimmung. B) Box Plot Darstellung des
Expressionsverlusts von ITIH5 (FC) in Relation zum ITIH5 Methylierungsstatus. Ho-
rizontale Linie: Median, vertikale Linie: Minimum und Maximum. Box: 25% bis 75%
Quartile; ∗∗∗: P<0,001, zweiseitiger Mann-Whitney U-Test.
3.2.6 Die Prävalenz der ITIH5 -Promotormethylierung steigt mit der Pro-
gression des Harnblasenkarzinoms
Die signifikante Korrelation der ITIH5 -Promotormethylierung mit der Gen-Inaktivierung
(engl: gene silencing), welche sowohl im Zellkulturmodell als auch in primären Uro-
thelkarzinomen bestand, erhärtete die klinische Relevanz der aberranten Hypermethy-
lierung (Epimutation) für die Tumorgenese der Harnblase. Während die MSP-basierten
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Methylierungsdaten (vgl. Kapitel 3.1.1) bereits eine mit dem Invasivitätsgrad primärer
Harnblasentumoren gesteigerte Methylierungsfrequenz (vgl. Tabelle 56) erbrachte, soll-
te im Folgenden die Abundanz dieses molekularen Regulationsmechanismus und damit
sein putativer Einfluss auf die Entwicklung des Tumors quantitativ erfasst werden. Hier-
für wurde der Methylierungsgrad des ITIH5 -Promotorbereichs mittels Pyrosequenzierung
(GpG Positionen 10-14) in einer Fraktion der analysierten papillären Tumore (n=9) und
invasiven Tumore (n=9) bestimmt, für die der ITIH5 -Promotormethylierungsstatus mit
Hilfe der MSP detektiert wurde. Als Referenz dienten Normalurothelgewebe (n=3), die
keine Assoziation zu Urothekarzinomgewebe besaßen. In Abbildung 49A sind die media-
nen Methylierungsfrequenzen der bisulfitsequenzierten CpG-Positionen 10-14 dargestellt.
Abbildung 49: Subtyp-assoziierte Steigerung des ITIH5 -Promotormethylierunggrads pri-
märer Harnblasenkarzinome. A) Grafische Darstellung der Methylierungsprävalenz
der fünf CpG-Dinukleotide (10-14) als Pyrogramm, gruppiert in Normalurothel-, papil-
läre Urothelkarzinom- und invasive Urothelkarzinomgewebe. Die Methylierungsstärker
jeder CpG-Einheit wurde mit der Methylierungsfrequenz (Hintergrundrauschen) der kor-
respondierenden CpG-Einheit der U-Kontrolle verrechnet. B) Box Plot Analyse zeigt
die mediane Steigerung der ITIH5 -Promotormethylierung in Abhängigkeit vom pro-
gressiven Tumorstadium. ns: P>0,05. ∗∗∗: P<0,001. Horizontale Linie: Median, vertikale
Linie: Minimum und Maximum. Box: 25% bis 75% Quartile. Zweiseitiger, nicht para-
metrischer Kruskal-Wallis-Test Post Test für den globalen P-Wert: Zweiseitiger, nicht
parametrischer Dunn’s-multipler-Vergleichstest.
Übereinstimmend mit der mittels MSP auf ITIH5 -Methylierung positiv getesteten
pT1-4 Tumore, lässt das Pyrogramm dieser Gruppe einen deutlich gesteigerten Anteil
methylierter Allele im untersuchten ITIH5 -Promotor verglichen mit pTa Tumoren und
Normalgeweben erkennen. Das Normalurothel wies eine über alle CpG-Dinukleotide er-
mittelte mediane Methylierungsfrequenz von 5% auf. Im Gegensatz dazu konnte eine 2,6-
fache Steigerung des Methylierungsgrades in papillären Tumoren (Median: 13%, Spann-
weite: 7-19%) gemessen werden. Für die progressiv-fortgeschrittenen invasiven Tumore
konnte eine 8,6-fache, signifikante (P<0,002) Steigerung des ITIH5 -Methylierungsgrades
(Median: 43%, Spannweite: 23-51%) verzeichnet werden. Der hohe Methylierungsgrad
des ITIH5 -Promotors in invasiven Tumoren ließ zwar ein tumorrelevantes Potential des
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methylierungsbedingten ITIH5-Expressionsverlusts für die maligne Progression erkennen,
doch stellte sich die Frage, ob dieses bereits in frühen Vorstufen eine Rolle spielen könnte.
Denn obwohl die untersuchten papillären Tumore ein gering-progressives Stadium wi-
derspiegeln, gehen die invasiven high grade Tumore in der Regel aus flachen, hochgra-
dig dysplatischen Läsionen (Carcinoma in situ, CIS) hervor. Zu diesem Zweck wurde
der Methylierungsstatus in korrespondierenden Normalurothelgeweben, CIS sowie soliden
Tumoren, die aus jeweils einem Patienten stammten, qualitativ und quantitativ erfasst.
Diese gepaarten Patientenproben erlaubten Rückschlüsse auf den Zeitpunkt eines Methy-
lierungsereignisses innerhalb einer ursprünglichen linearen Progression des Tumors nach-
zuvollziehen. Insgesamt wurden acht korrespondierende Normalgewebe, CIS und Tumore
analysiert. Mittels MSP konnte hierbei in 20% der CIS und in 40% der soliden Tumore
eine Methylierung detektiert werden (vgl. Kapitel 3.1.1.2).
Abbildung 50: Progressions-assoziierte ITIH5 -Promotormethylierung. A) Repräsentative
Abbildungen des Methylierungsstatus des mittels MSP untersuchten ITIH5 -
Promotorbereichs in korrespondierenden Normalurothel- (Nu), Carcinoma in situ-
(CIS) und soliden invasiven Tumorgeweben (T). Mit U und M gekennzeichnete 2%ige-
Agaraosegel-Banden stellen unmethylierte (U) und methylierte (M) ITIH5 -Allele dar.
B) Grafische Darstellung der mittels Pyrosequenzierung gemessenen Methylierungsfre-
quenz für die fünf CpG-Dinukleotide (10-14) als Pyrogramm, gruppiert in Normaluro-
thel, CIS und invasive Tumore. Die Methylierungsanteile jeder CpG-Einheit wurde
mit der Methylierungsfrequenz (Hintergrundrauschen) der korrespondierenden CpG-
Einheit der U-Kontrolle verrechnet. C) Box Plot Analyse repräsentiert die Steigerung
der ITIH5 -Promotormethylierung in Abhängigkeit der linearen progressiven Tumorent-
wicklung. ns: P>0,05. ∗: P<0,05. Horizontale Linie: Median, vertikale Linie: Minimum
und Maximum. Box: 25% bis 75% Quartile. Zweiseitiger, nicht parametrischer Dunn’s-
multipler Vergleichstest.
In Einklang mit diesen Resultaten zeigte die Bestimmung des medianen Methylierungs-
grades mittels Pyrosequenzierung der CpG-Positionen 10-14 im ITIH5 -Promotor drei wei-
terer, unabhängiger “gematchter” Normal-, CIS- und Tumorproben und das daraus resul-
tierende Pyrogramm eine tendenzielle Zunahme methylierter ITIH5 -Promotorsequenzen.
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Das tumorassoziierte Normalurothel wies mit einem mittleren Methylierungsgrad von
7,7% ± 3,76% (SD) und einer Spannweite von 3-12% einen deutlich höheren Anteil methy-
lierter DNA im Vergleich zum nicht tumorassoziierten Epithelgewebe auf (vgl. Abb. 49).
Im Gegensatz hierzu zeigten die CIS-Gewebe einen 2,3-fachen (Median: 16%, Spannwei-
te: 15-21%) und die soliden Tumorgewebe (Median: 26%, Spannweite: 11-28%) einen mit
P<0,05 signifikanten 3,7-fach höheren Methylierungsgrad im Vergleich zum korrespondie-
renden Kontrollgewebe (Abb. 50B).
3.2.7 Die biologische Relevanz der ITIH5-Expression für humane Urothel-
karzinomzellen
3.2.7.1 Etablierung eines in vitro Urothelkarzinom-Modells
Der epigenetisch bedingte Verlust des ITIH5-Proteins im Verlauf der Tumorgenese warf
die Frage nach der funktionellen Bedeutung für die Entwicklung und Progression von
Urothelkarzinomen auf. Die in Patientengeweben gewonnenen retrospektiven Ergebnisse
verwiesen auf eine mögliche frühe Schlüsselfunktion von ITIH5.
Abbildung 51: Generierung eines Zellkultur-basierten gain-of-function Tumormodells der
Harnblase. Die ektopische Reexpression der stabil-transfizierten ITIH5 RT112 Klone
wurde mittels Real-Time und Westernblot Methode verifiziert. Der obere Graph zeigt
die relative ITIH5 -mRNA-Expression im RT112 Wildtyp (WT), in isolierten Leervek-
tor Einzelklonen (Mock #1 und #5) sowie in ITIH5 -transfizierten Einzelklonen (#12,
#9 und #17). Die Expression des RT112 WT wurde gleich 1 gesetzt und diente der
Normierung der ITIH5 -Reexpression. GAPDH fungierte als interner Standard der re-
lativen Expression. Im unteren Bereich der Abbildung ist die korrespondierende ITIH5-
Proteinexpression im Vergleich zur Ladekontrolle β-Aktin dargestellt und zeigt eine
sichtbare Proteinbande ausschließlich in den ITIH5-transfizierten RT112 Klonen #9
und #17.
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Darauf basierend sollte ein Harnblasen-Tumormodell geschaffen werden, das den Ein-
fluss von ITIH5 in nicht-invasiven Tumoren reflektiert. Hier stellen gut charakterisierte,
humane Harnblasenkarzinomzelllinien, aufgrund einer hohen Übereinstimmung zwischen
Ursprungstumor und entsprechender Zelllinie (Masters et al., 1986; Hatina et al., 2008),
ein geeignetes Modellsysteme dar, insbesondere um individuelle Subtypen zu repräsentie-
ren. Deren gezielte Manipulation, z.B. in Form einer stabilen Integration eines Faktors
in das Genom von Einzelklonen dieser Krebszellen, ermöglicht detaillierte und reprodu-
zierbare funktionelle Analysen. Voraussetzung für eine Wiederherstellung einer physiolo-
gischen ITIH5-Expression war das Fehlen einer endogenen ITIH5-Expression. Basierend
auf den Methylierungs- und Expressionsdaten, wurde im Rahmen dieser Arbeit ITIH5
über ein Vektorkonstrukt unter der Kontrolle eines CMV -Promotors stabil in das Ge-
nom von papillären RT112 Karzinomzellen integriert. RT112 transfizierte Einzelklone
mit einem Leervektor, d.h. ohne Volllängen ITIH5-cDNA, dienten als Kontrollansatz um
vektorintegrierte Fehlanalysen auszuschließen. Die transgene ITIH5-Reexpression wurde
anschließend für den jeweiligen Einzel-Klon auf mRNA- und Proteinebene korrespon-
dierend zu Leervektor-Kontrollzellen verifiziert. Die ITIH5-Expression der ITIH5- und
Leervektor-Klone sowie die endogene ITIH5-Expression der parentalen RT112 Zelllinie ist
in Abbildung 51 dargestellt und zeigt ein lediglich in ITIH5-transfizierten Tumorzellen
reexprimiertes ITIH5-Protein.
3.2.7.2 Der Einfluss von ITIH5 auf proliferative Eigenschaften humaner Uro-
thelkarzinomzellen
Die Entkopplung der Zellzykluskontrolle und eine damit einhergehende forcierte prolife-
rative Aktivität ist eine grundlegende Eigenschaft von Tumorzellen, die insbesondere in
der frühen Entwicklungsphase von Neoplasien eine große Rolle spielt. Angesichts des Ex-
pressionverlusts von ITIH5 in nicht-invasiven Tumorstadien sollte die Auswirkung einer
forcierte ITIH5-Reexpression auf einen fundamentalen zellulären Prozess, wie die Zellpro-
liferation, untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden die RT112 Klone in drei unabhän-
gigen Versuchen einem XTT-Proliferationstest unterzogen. Die Zellzahl an Tag 0 wurde
als Ausgangszellzahl definiert auf welche alle weiteren Messungen normiert wurden. Um ei-
ne Reduktion der proliferativen Aktivität durch einen Mycoplasmenbefall auszuschließen,
wurden die Zellen mittels Myoplasmen-spezifischer PCR vor entsprechenden Versuchen
auf Myco-Negativität getestet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 52 aufgeführt und zeigen
die relative Proliferationsrate als viertägige Verlaufskurve von zwei unabhängigen RT112-
ITIH5-Klonen (#9 und #17) im Vergleich zu zwei unabhängigen Leervektor-Klonen (#1
und #5) sowie der parentalen Wildtyp Zelllinie RT112. Es zeigte sich, dass die ITIH5-
Klone nach 96 Stunden eine mediane Proliferationsreduktion von ∆14% aufwiesen. Diese
Tendenz verfehlte aber einen signifikanten Nachweis. Dennoch konnte in allen Wieder-
Die Bedeutung von ITIH5 für das Harnblasenkarzinom 137
holungsversuchen (n=3) der Effekt beobachtet werden, dass ITIH5-Klon #17, der eine
deutlich stärkere ITIH5-Reexpression im Vergleich zu ITIH5-Klon #9 verzeichnete, eine
gesteigerte Zellwachstumsinhibition im Vergleich zu allen Kontroll-Zellen zeigte, was auf
die Möglichkeit eines konzentrationsabhängigen Effekts von ITIH5 hinweist.
Abbildung 52: Der Einfluss der ITIH5-Reexpression auf die Zellproliferation humaner
RT112 Urothelkarzinomzellen. A) Die kolorimetrische Bestimmung der Zellprolife-
ration (XTT-Test) erfolgte als Absorptionsmessungen (482 nm/621 nm) über einen Zeit-
raum von vier Tagen. Normierung: Die Werte jeder Versuchsreihe wurden auf die Aus-
gangszellzahl am Tag 0 normiert. Vertikale Linien: STABW der Dreifachbestimmung.B)
Vergleichende Scatter Plot Darstellung der Proliferationsänderung nach 96 Stunden für
die ITIH5-RT112 Klone #9 und #17. ns: P>0,05, zweiseitiger Mann-Whitney U-Test.
Im unteren Bereich der Abbildung ist die korrespondierende ITIH5-Proteinexpression
im Vergleich zur Ladekontrolle βAktin dargestellt.
3.2.7.3 Der Einfluss von ITIH5 auf die Migrationsfähigkeit humaner Uro-
thelkarzinomzellen
Nachdem ein tendenziell negativer Einfluss von ITIH5 auf die Zellproliferation zu be-
obachten war, stellte sich die Frage inwieweit ein Verlust von ITIH5 progressive Eigen-
schaften einer Harnblasentumorzelle bereits früh in der Tumorgenese determinieren könn-
te. Zu diesem Zweck wurde ein 2D-Wundheilungstest (engl. wound healing oder scratch
assay) durchgeführt. Über den Verlauf von fünf Tagen war zu beobachten, dass die ITIH5-
transfizierten RT112 Klone #9 und #17 im Vergleich zu den Leervektor-Klonen #1 und
#5 sowie der parentalen RT112 Zellline die Wunde deutlich langsamer schließen konnten.
Die ITIH5-transfizierten Zellen benötigen im Durchschnitt fünf Tage, um das entsprechen-
de Areal vollständig zu besiedeln; die Kontroll-Zellen dagegen lediglich drei Tage. Reprä-
sentative Aufnahmen analysierter Wunden-Areale sind in Abbildung 53 dargestellt. Das
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äquivalente Verhalten parentaler und Leervektor-transfizierten Zellen bestätigte keinen
messbaren Einfluss des in das Genom der RT112 Karzinomzellen integrierten Leervektors
auf das Migrationsverhalten der Zellen.
Abbildung 53: Exemplarische Darstellung des Wundheilungstests für den Leervektor Klon
#1 und ITIH5-Klon #17. Vergleichende Darstellung der Reduzierung der zellfreien
Fläche über einen Zeitraum von vier Tagen. Repräsentative Phasenkontrast-Aufnahmen
für den Leervektor Klon #1 und ITIH5-Klon #17 sind aufgeführt: 50-fache Originalver-
größerung. Gestrichelte vertikale Linie markiert den ursprünglichen Rand der zellfreien
Fläche an Tag 0. Stern: Vollständige Besiedelung der Wunde.
Bereits einen Tag nach Setzen der Wunde war die Motilität der ITIH5-RT112 Klo-
ne signifikant um 66,5% herabgesetzt (P<0,001) (Abb. 54A). Zu diesem Zeitpunkt - so
wie für alle weiteren - konnte ein größerer Einfluss proliferativer Eigenschaften aufgrund
des lediglich marginalen Unterschieds im Zellwachstum zwischen ITIH5- und Leervektor-
Klonen (vgl. Kapitel 3.2.7.2) von 12,7% (nach 24 Stunden) ausgeschlossen werden. So
zeigten die RT112-ITIH5-Klone auch weitere 24 Stunden später eine hochsignifikante,
reduzierte Migrationsfähigkeit (∆Median FC) im Vergleich zu den Kontroll-Zellen von
93,7% (P<0,001). Während die Leervektor-Klone und die parentalen RT112 Zellen zu
diesem Zeitpunkt nahezu die gesamte Wunde (96,5% im Durchschnitt) besiedelten, be-
deckten die ITIH5-transfizierten Klone lediglich im Durchschnitt 45,1%, d.h. im einzelnen
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52,6% (Klon #9) und 37,6% (Klon #17) der ursprünglich zellfreien Region (Abb. 54B).
Abbildung 54C zeigt einen vergrößerten mikroskopischen Ausschnitt der Besiedelung 48
Stunden nach Setzen der Wunde und unterstreicht visuell eine reduzierte Migrationsfä-
higkeit der humanen RT112 Tumorzellen nach ITIH5-Reexpression.
Abbildung 54: Der Einfluss der ITIH5-Reexpression auf migratorische Fähigkeiten mali-
gner RT112 Zellen. A) Grafische Darstellung der relativen Wundengröße zwischen
Kontrollzellen (WT, Leervektor Klon #1 und #5: dunkelgraue Fläche) und ITIH5-
transfizierten Zellen (ITIH5-Klon #9 und #17: hellgraue Fläche) über einen Zeitraum
von fünf Tagen. ∆ FC: medianer Fold Change zum angegebenen Zeitpunkt. Normiert
wurde auf die Ursprungswundengröße an Tag 0. B) Einzeldarstellung der “Wundengrö-
ße” nach 48 Stunden. ∗∗∗: P<0,001, zweiseitiger Mann-Whitney U-Test. Im unteren Be-
reich der Abbildung B ist die korrespondierende ITIH5-Proteinexpression im Vergleich
zur Ladekontrolle β-Aktin dargestellt. C) Repräsentative Phasenkontrast-Aufnahmen
der Wundengröße nach 48 Stunden für jeden Einzelklon sowie den RT112 Wildtypzellen
zeigen eine im Vergleich zu den ITIH5-RT112 Klonen deutlich verringerte Wundengröße
in den Kontrollklonen. 100-fache Originalvergrößerung. Maßstabsbalken: 100 µm.
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3.2.7.4 Der Einfluss von ITIH5 auf die Kolonienbildung humaner Urothelkar-
zinomzellen
Abschließend wurde die komplexe Eigenschaft humaner Krebszellen Kolonien zu bilden
mittels eines 2D-basierten Koloniebildungstests untersucht. In diesem Kontext spielt ins-
besondere ein zellverbandspezifisches Verhalten eine Rolle, das von Interaktionen der Zel-
len mit der ECM sowie mit Nachbarzellen des Zellverbandes abhängt (Hanahan und Wein-
berg, 2011). Hierzu wurden jeweils 1000 Zellen der RT112 Klone #9 und #17 und der
Leervektor-Klone #1 und #5 sowie der parentalen RT112 Zelllinie ausgesät und für einen
definierten Zeitraum kultiviert. Es zeigte sich makroskopisch nach zehn Tagen ein deut-
lich reduziertes Kolonienwachstum der ITIH5-transfizierten RT112 Karzinomzellen (Abb.
56A). Eine semiquantitative, densitometrische Auswertung der gewachsenen Zell-Kolonien
beider Gruppen bestätigte schließlich die qualitative Beobachtung einer reduzierten Ko-
lonienbildung nach ITIH5 Reexpression (Abb. 56B).
Abbildung 55: Der Einfluss der ITIH5-Reexpression auf die Kolonienbildung maligner
RT112 Zellen. Repräsentative Aufnahmen (jeweils in 3-fach Bestimmung) makro-
skopisch sichtbar gewachsener Kolonien in 6-Well Zellkulturschalen nach zehn Tagen
Kultivierung und zeigt eine deutlich reduzierte Koloniendichte in humanen RT112 Tu-
morzellen mit ITIH5-Reexpression im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Das mediane Kolonienwachstum der RT112 Kontroll-Zellen wurde gleich 100% gesetzt
(Mittleres Wachstum: 109,4 ± 28,3 (SD); Spannweite: 68,2-156,6) und diente der Normie-
rung. Im Vergleich hierzu zeigten die analysierten RT112 ITIH5-Klone ein mit P<0,0001
hochsignifikante reduzierte Fähigkeit von 77,5% (Mittleres Wachstum: 24,8 ± 13,6 (SD);
Spannweite: 7,7-45,9) Kolonien zu bilden (Abb. 56C).
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Abbildung 56: Quantifizierung der Kolonienbildung maligner RT112 Zellen in Abhängig-
keit einer ITIH5-Reexpression. A) Densitometrische Auswertung des Kolonien-
wachstums für die Einzelklone und den RT112 Wildtyp (WT). Auf die mediane Ko-
lonienwachstumsrate der Kontrollzellen wurde normiert. Vertikale Linien: STABW der
Dreifachbestimmung. B) Box Plot Analyse zeigt die inhibierte Fähigkeit der ITIH5 -
transfizierten RT112 Zellen Kolonien zu bilden. ∗∗∗: P<0,001. Horizontale Linie: Medi-
an, vertikale Linie: Minimum und Maximum. Box: 25% bis 75% Quartile. Zweiseitiger,
nicht parametrischer Mann-Whitney U-Test.
3.3 Biologische und prognostische Bedeutung von ITIH5 für die
maligne Progression des humanen Mammakarzinoms
3.3.1 Die Frequenz der ITIH5 -Promotormethylierung ist direkt assoziiert
mit dem progressiven Verlauf des humanen Mammakarzinoms
In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Dahl (RWTH Aachen) wurde die ITIH5 -Promotor-
methylierung als molekulare Ursache für den funktionellen Verlust des ITIH5-Proteins im
Verlauf der Tumorgenese der Brust identifiziert (Veeck et al., 2008b). Veeck und Kolle-
gen zeigten in dieser Studie eine signifikante Assoziation zwischen der ITIH5 -Promotor-
methylierung und einem verkürzten rezidivfreien Überleben der Patientinnen. Zudem kor-
relierte die ITIH5 -Methylierung mit dem Auftreten von Lymphknoten- und Fernmetasta-
sen (Veeck et al., 2008a).
Ausgehend von dieser Datenlage wurde die Hypothese formuliert, dass ITIH5 mög-
licherweise die maligne Progression, d.h. definierte Stufen der Invasions- und Metasta-
sierungskaskade des Brustkrebs supprimieren könnte. Diesem hypothetischen Ansatz sollte
in dieser Arbeit nachgegangen werden. Um zunächst die statistische Assoziation zwischen
Metastasierung und ITIH5 -Methylierung zu verifizieren, sollte in dieser Studie erstmals
die Promotorregion des ITIH5 -Gens, die bereits in den Vorarbeiten für Methylierungsana-
lysen untersucht wurde, in einer größeren Metastasen-Kohorte bestehend aus 26 Fernmeta-
stasen primärer Brusttumore im Vergleich zu weniger progressiven Mammakarzinomgewe-
ben (CIS; invasiv duktales Carcinoma (IDC) und Brustnormalgewebe) auf Methylierung
getestet werden (Abb. 57). Die Normalgewebe stammten aus Brust-Reduktionsplastiken
und hatten entsprechend keinen histologisch-malignen Hintergrund. In MSP-basierten
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Abbildung 57: Assoziation des ITIH5 -Promotormethylierungsstatus mit progressiv-
fortgeschrittenen Mammatumorgeweben. Im oberen Teil der Abbildung sind re-
präsentative MSP-Ergebnisse von Brustnormalgewebe -, Carcinoma in situ- (CIS), in-
vasiv duktales Karziomgewebe- (IDC) und Fernmetastasengewebe-Proben dargestellt
(#1-#4). Gehirnnormalgewebe fungierte als Negativkontrolle. Mit U und M gekenn-
zeichnete PCR-Produkte (nach Analyse in einem 2%igen Agaraosegel) stellen unme-
thylierte (U) und methylierte (M) ITIH5 -Allele dar. Im unteren Teil der Abbildung ist
die exakte Anzahl aller gemessenen Proben (n) je Gewebetyp sowie die entsprechenden
unmethylierten (n,(U)) bzw. methylierten Anteile (n,(M)) aufgeführt. Universell poly-
methylierte und unmethylierte Bisulfit-konvertierte DNA dienten als Positivkontrollen
der MSP. Wasser diente als Negativkontrolle (Daten nicht gezeigt).
Methylierungsanalysen der Progressionsreihe wiesen acht von 21 CIS (38%.), 25 von 33
IDC (76%) und 22 von 26 Metastasen (85%) einen methylierten ITIH5 -Promotor auf.
Das Brustnormalgewebe zeigte hingegen nur in zwei von 22 Proben (9%) einen positiven
ITIH5 -Methylierungsstatus.
Abbildung 58: Die ITIH5 -Promotormethylierung zeigt die höchste Prävalenz in metasta-
tischen Geweben. A) Grafische Darstellung der ITIH5 -Methylierungsfrequenzen in
Relation zur relativen progressiven Zeitachse des Mammakarzinoms. ∗∗∗: P<0,001. Zwei-
seitiger, nicht parametrischer Kruskal-Wallis-Test Post Test für den globalen P-Wert.
B) Box Plot Analyse zeigt eine reduzierte ITIH5 -mRNA-Expression in Fernmetastasen.
ns: P=0,08. Horizontale Linie: Median, vertikale Linie: Minimum und Maximum. Box:
25% bis 75% Quartile. ∆FC: medianer Fold Change. Zweiseitiger, nicht parametrischer
Mann-Whitney U-Test.
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Normalgewebe-Proben des Gehirns (bestehend aus grauer und weißer Substanz) - die
als Referenzgewebe für die meist zerebral-assoziierten Fernmetastasen dienten - waren für
den untersuchten ITIH5 -Promotorbereich gänzlich unmethyliert (Abb. 57). Eine grafische
Zusammenfassung der gemessenen Methylierungsfrequenzen in Relation zur progressiven
Zeitachse ist in Abbildung 58A dargestellt. Diese zeigt einen signifikanten Anstieg der Me-
thylierungsereignisse im Verlauf der malignen Progression der Brust mit höchster Präva-
lenz in metastatischen Geweben. Diese hohe Methylierungsrate korrelierte im Folgenden
mit einer reduzierten ITIH5 -mRNA-Expression, dargestellt in Abbildung 58B als Box
Plot Analyse, die nur knapp die Signifikanz wegen geringer Fallzahl in der Gruppe der
unmethylierten Metastasen verfehlte (P=0,08). Im Median zeigten Gehirn infiltrierende
Mammakarzinom-Metastasen (n=18) (Spannweite: 0,01-1,29; 25-75% Quartile: 0,62-2,46)
im Vergleich zu Gehirn-Normalgewebe (n=4) (Spannweite: 0,55-3,48; 25-75% Quartile:
0,10-1,02) eine deutliche ITIH5 -mRNA-Herabregulation um 57,5% (∆FC Median: 0,42).
3.3.2 Etablierung eines in vitro Karzinommodells der Brust: Überexpression
von ITIH5 in humanen Mammakarzinomzellen
Die an Patientenmaterial ex vivo gewonnenen ITIH5 -Methylierungsdaten zeigten eine en-
ge Assoziation zwischen steigender Methylierungsfrequenz und dem progressiven Verlauf
des Mammakarzinoms und bestätigten die bereits bekannten Daten zur prognostischen
Relevanz von ITIH5 für das Mammakarzinom (Veeck et al., 2008b). Alle Daten deuteten
auf eine mögliche Rolle von ITIH5 als potentielle Barriere für die maligne Progression der
Brust hin. Dennoch waren die funktionellen Mechanismen des ITIH5-Wirkungsspektrums
im Epithel der Brust und seine Rolle in der Tumorgenese gänzlich unbekannt und sollte
im Rahmen dieser Studie im Detail analysiert werden. Um die Arbeitshypothese einer
suppressiven Eigenschaft von ITIH5 speziell gegenüber invasiven Fähigkeiten humaner
Mammakarzinomzellen nun experimentell zu untermauern, sollte durch die Wiederherstel-
lung einer ITIH5-Expression, ähnlich der des Normalgewebes (Himmelfarb et al., 2004), in
invasiven Brustkrebszellen ein geeignetes Tumormodell etabliert werden. Hierfür musste
eine Zelllinie identifiziert werden, die einerseits keine endogene ITIH5-Expression aufwies
und andererseits eine nachträgliche Induzierung einer ITIH5-Expression ausschloss. Die
Wahl fiel auf die MDA-MB-231 Brustkrebszelllinie - spiegelt diese Post-EMT Zelllinie
doch progressiv-fortgeschrittene Krebszellen wider (Blick et al., 2008). Zudem wies die
MDA-MB-231 Zelllinie in weiterführenden Analysen zur ITIH5 -Promotormethylierung
mittels Pyrosequenzierung im expressionsrelevanten Bereich (vgl. Abb. 42) verglichen
mit den Zelllinien MCF12A (benigne) und HS578T (malignen) eine stark methylierte
DNA-Konfiguration auf, die mit dem Verlust der endogenen Expression korrelierte (Abb.
59A). Damit erfüllte die MDA-MB-231 Zelllinie die Voraussetzung für eine gezielte ekto-
pische Expression von ITIH5, während im entsprechenden Kontrollmodell aufgrund der
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repressiven Wirkung der ITIH5 -Promotormethylierung eine induzierte ITIH5 -Expression
ausgeschlossen werden konnte. Zwecks Reexpression wurde die ITIH5-cDNA über ein Vek-
torkonstrukt unter der Kontrolle eines CMV -Promotors stabil in das Genom von MDA-
MB-231 Brustkrebszellen integriert. Ein Leervektor ohne Volllängen ITIH5-cDNA wurde
ebenfalls stabil in die MDA-MB-231 Zelllinie transfiziert (Mock-Klone) und diente im
Folgenden Vektor-bedingte Effekte abwägen zu können (in allen folgenden Experimen-
ten konnten diese ausgeschlossen werden). Die ITIH5-Expression der transfizierten Klone
bzw. die fehlende ITIH5-Expression der Leervektor-Klone wurde anschließend auf RNA
und Proteinebene bestätigt. Die ITIH5-Expression repräsentativer ITIH5- und Leervektor-
Klone sowie die endogene ITIH5-Expression der parentalen MDA-MB-231 Zelllinie ist in
Abbildung 59B exemplarisch dargestellt.
Abbildung 59: Generierung eines zellkulturbasierten gain-of-function Tumormodells der
Brust. A) Pyrogramm zeigt die mittels Pyrosequenzierung evaluierten Methylierungs-
frequenzen für neun CpG-Dinukleotide im untersuchten ITIH5 -Promotorbereich für die
beiden malignen Brustzelllinien MDA-MB-231, HS578T sowie für die benigne Brust-
krebszelllinie MCF12A. Stark ITIH5 exprimierendes humanes Plazenta-Gewebe diente
als Kontrolle für die expressionsassoziierte Relevanz der untersuchten Promotorregion.
Blaue Pfeile zeigen den relativen Hybridisierungsbereich der ITIH5-MSP-Primer an.
B) Die ektopische ITIH5-Reexpression der stabil-transfizierten MDA-MB-231 Brust-
krebszellen wurde mittels Real-Time und Westernblot Methode verifiziert. Der obe-
re Graph zeigt die relative ITIH5 -mRNA-Expression im MDA-MB-231 Wildtypzellen
(WT), die zur Normierung aller weiteren Expressionslevel herangezogen und gleich 1
gesetzt wurde. Das Haushaltsgen GAPDH fungierte als interner Standard der relativen
Expression. Vertikale Linien: ± Fehler der Dreifachbestimmung. Im unteren Bereich der
Abbildung ist die korrespondierende ITIH5-Proteinexpression im Vergleich zur Lade-
kontrolle β-Aktin dargestellt und zeigt sichtbare Proteinbanden ausschließlich in den
ITIH5-transfizierten MDA-MB-231 Klonen.
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3.3.3 Bestimmung der intra- und extrazellulären Lokalisation des ITIH5-
Proteins in humanen Zellen
Aus bioinformatischen Analysen ist bekannt, dass ITIH5 über die typischen Domänen der
schweren Ketten der ITI Familie sowie das für die Sekretion erforderliche Signalpeptid
kodiert (Himmelfarb et al., 2004).
Abbildung 60: Intrazelluläre ITIH5-Protein Lokalisation mittels GFP-Fusion. A) Skizze der
ITIH5-Proteindomänen des nativen ITIH5-Volllängen-Proteins sowie des klonierten
ITIH5-eGFP-Fusionsproteins ohne interne Spaltstelle. SP : Signalpeptid; VIT : Vault
Inter-α-Trypsin Domäne; vWF-A: von Willebrand Faktor Typ-A Domäne; CS : kon-
servierte Spaltstelle (cleavage site), eGFP: (verstärktes) grün fluoreszierendes Protein
(enhanced green fluorescent protein). Positionen der Domänen basieren auf in silico Ana-
lysen folgender Programme: EMBOSS 6.3.1:sigcleave, Ensembl.org, PFAM.sanger.ac.uk.
B) Linkes Bild-Panel : Repräsentative 2D-Aufnahmen der intrazellulären Verteilung
von ITIH5-eGFP-Fusionsproteinen. Rechtes Bild-Panel : 3D-Rekonstruktion optischer
Schnittebenen der intrazellulären Verteilung von ITIH5-eGFP-Fusionsproteinen. 600-
fache Originalvergrößerung.
Ein biochemischer und funktioneller Nachweis lag bis dato nicht vor. Um Rückschlüs-
se auf Mechanismen möglicher ITIH5 Effekte in den angedachten funktionellen Analysen
hinsichtlich einer biologischen ECM Rolle von ITIH5 im Brustkrebs zu untermauern, soll-
te zunächst der intrazelluläre, sezernierte Proteintransport des in vitro Brustkrebsmodells
(vgl. Kapitel 3.3.2) bestätigt werden. Hierzu wurden auf Basis der ITIH5-cDNA Sequenz,
die stabil ins Genom von MDA-MB-231 Zellen integrierte wurde, ein N-terminales ITIH5-
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GFP-Fusionsprotein kloniert (vgl. Kapitel 2.14.21). Zwecks Nachweis der intrazellulären
Expression sowie Lokalisation von ITIH5 war es vonnöten die eGFP Sequenz unmit-
telbar 5’ vor die konservierte Spaltstelle innerhalb der ITIH5-AS-Sequenz (dphfvv), die
zum Trimmen des C-terminalen Segments und damit zum Verlust des fusionierten GFP-
Proteins führen könnte, zu integrieren (Abb. 60A).
Abbildung 61: Extrazelluläre ITIH5-Protein Lokalisation mittels 2D-SDS-Page Analysen.
A) Skizze des (His)tag modifizierten ITIH5-Proteins inkl. enthaltender Domänen. SP :
Signalpeptid; VIT : Vault Inter-α-Trypsin Domäne; vWF-A: vonWillebrand Faktor Typ-
A Domäne. Die Darstellung der relativen Positionen der Domänen basiert auf in silico
Analysen: EMBOSS 6.3.1:sigcleave, Ensembl.org und PFAM.sanger.ac.uk. B) Darstel-
lung eines Coommassie-gefärbten 2D-Gels (oberes Bild) des Zellkultur-Überstands von
humanen HEK-Zellen. Unteres Bild zeigt die korrespondierende Anti-(His)tag Blotana-
lyse. Dargestellt ist ein pH-Bereich von 3-11 sowie ein Massenbereich von 40-120 kDa.
72 Stunden nach transienter Transfektion des klonierten ITIH5-eGFP-Fusionssequenz
über einen entsprechenden Expressionsvektor erbrachten fluoreszenzmikroskopische Un-
tersuchungen, dass sowohl humane MDA-MB-231 als auch embryonale 293T HEK Zellen
ITIH5-GFP-Fusionsproteine exprimierten. Repräsentative 2D- und 3D-Mikro-Bilder der
ITIH5-GFP Lokalisation innerhalb von MDA-MB-231 Zellen sind in Abbildung 60B darge-
stellt. Die intrazelluläre Verteilung von ITIH5 zeigte eine meist perinukleare, ER-ständige
Lokalisation sowie eine distinkt punktierte Vesikelballung innerhalb des Zytoplasmas. Da
sich aus den intrazellulären Lokalisationsdaten noch kein gerichteter Vesikeltransport zur
Plasmamembran ableiten ließ, sollte im Folgenden mittels (His)tag modifiziertem ITIH5-
Protein (Abb. 61A) ein Lokalisationsnachweis im Überstand, respektive im extrazellu-
lärem Raum, erfolgen. Zu diesem Zeitpunkt fehlte es an einem im Westernblot funkti-
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onsfähigem ITIH5-Antikörper, so dass eine Detektion des mittels (His)tag aufgereinigten
Proteins auf Basis eines Anti-His-Tag Antikörpers erfolgen musste. Die detektierte Bande
im 2D-Gel (Abb. 61B) entsprach dem erwarteten Molekulargewicht von 75kDA und in
etwa dem in silico berechneten (scansite.edu/cgi-bin/calcpi) isoelektrischen Punkt (IP)
mit einem pH von 8,96, der aufgrund posttranslationaler Modifikationen aber variieren
kann. Eine massenspektrometrische PMF (Peptide Mass Fingerprint) Analyse der Spots
bestätigte im Folgenden mit hoher statistischer Treffsicherheit (Score-Spanne der unter-
schiedlichen Spots: 67-197) den Nachweis von ITIH5 im Überstand humaner Zellen (Abb.
62).
Abbildung 62: Nachweis des ITIH5-Proteins mittels massenspektrometrischer PMF-
Untersuchungen (Maldi-TOF). Linker Graph: Exemplarisches PMF-Spektrum eines
Trypsin-verdauten Spots. Die Signale (hier: dargestellt für die höchsten Signalwerte #1-
#10) konnten der Masse entsprechend Peptiden (unten rechts aufgeführt) zugeordnet
werden, die dem N-terminalen ITIH5-Fragment mit einem Score von 157 entsprachen.
Eingestellte PMF Suchparameter waren: Organismus: Homo sapiens ; Enzym: Tryp-
sin; Variable Modifikation: Oxidation (M); Massenwert: Monoisotopisch; Proteinmasse:
unbeschränkt; Peptid-Massen Toleranzgrenze: ±0,8; Anzahl Massenwertsuche: 13. Bild
oben rechts : Ausschnitt des Gels mit in die PMF Analyse eingegangen Spots (weiß um-
randet); die hier aufgeführten Daten basieren auf dem mit einen Stern markierten Spot.
3.3.4 Der Einfluss von ITIH5 auf die Zell-Matrix Adhäsion humaner Brust-
krebszellen
Basierend auf dem MDA-MB-231 in vitro Tumormodell und den Lokalisationsexperimen-
ten von ITIH5 wurden anschließend funktionelle Analysen mit einer besonderen Fokussie-
rung auf progressiv-assoziierte Zellmechanismen durchgeführt. Eine Eigenschaft invasiver
Tumorzellen, die der Überwindung adhäsiver Barrieren in Gewebestrukturen dient, ist
eine deregulierte Zell-Matrix-Interaktion (Cacallaro und Christofori, 2001). Entsprechend
sollte die Fähigkeit der MDA-MB-231 Zellen auf beschichteten Zellkulturschalen inner-
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halb eines definierten Zeitrahmens zu adhärieren in Abhängigkeit der ITIH5-Expression
untersucht werden (Abb. 63).
Abbildung 63: Die ITIH5-Reexpression erhöht die Fähigkeit von humanen Brustkrebszellen
auf Hyaluronsäuresubstrat zu adhärieren. Box Plot Darstellung der relativen Zell-
Matrix-Adhäsionsrate von Leervektor- (Mock #1, #2 und #3) und ITIH5-transfizierten
(#4, #7 und #12) MDA-MB-231 Klonen auf Hyaluronsäure (100 µg/ml) beschichteten
Zellkulturschalen. Die mediane Zell-Matrix-Adhäsion der Kontrollgruppe wurde gleich
100% gesetzt. Horizontale Linie: Median, vertikale Linie: Minimum und Maximum. Box:
25% bis 75% Quartile; ∗∗∗: P<0,001; zweiseitiger Mann-Whitney U-Test.
Die mögliche Sezernierung von ITIH5 in den extrazellulären Raum (vgl. Kapitel 3.3.3)
des zugrundeliegenden Tumormodells ließ einen Einfluss auf adhäsive Eigenschaften, be-
dingt durch eine mögliche Interaktion mit Komponenten der ECM (z.B. Hyaluronsäure,
HA) wie sie bereits für andere Mitglieder der ITIH Familie beschrieben wurde (Paris
et al., 2002), vermuten. Entsprechend sollten die Bedingungen für diesen Test an den
funktionellen Adhäsionsexperimenten von Paris und Kollegen ausgerichtet werden. Dem-
zufolge wurde die Bestimmung der Zell-Matrix-Adhäsion auf HA beschichteten Zellkul-
turschalen durchgeführt. Insgesamt erfolgte die Analyse der Adhäsionsfähigkeit von drei
unabhängigen ITIH5- (#4, #7, #12) und drei unabhängigen Leervektor-Klonen (#1,
#2, #3). Die mediane Adhäsionsfähigkeit der malignen MDA-MB-231 Leervektor-Klone
wurden definiert als Ausgangszustand gleich 1 gesetzt (Spannweite: 59,4-116,0%; 25-75%
Quartile: 83,5-110,6%) und diente der Normierung. Die mittlere Adhäsionsrate der Kon-
trollen betrug 96,32% ± 16,73%. Im Vergleich zu diesen zeigte die Box Plot Analyse,
dass die getesteten ITIH5-transfizierten MDA-MB-231 Zellen eine mittlere Adhäsionsfä-
higkeit von 136,6% ± 10,2%, respektive Adhäsionsrate, aufwiesen. Im Median erzielten
die ITIH5-Klone eine auf HA signifikante Adhäsionssteigerung von 37,4% (Spannweite:
115,3-152,3%; 25-75% Quartile: 127,6-145,9%; P<0,001).
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3.3.5 Der Einfluss von ITIH5 auf motile Eigenschaften von Brusttumorzellen
Neben der Zell-Matrix-Adhäsion ist die Migrationsfähigkeit von humanen Krebszellen eine
weitere zentrale Eigenschaft progressiver Zellen, die eine lokale Infiltration sowie spätere
Stufen der Metastasierung bestimmen kann (Sahai, 2005).
Abbildung 64: Eine forcierte ITIH5-Reexpression reduziert die motilen Fähigkeiten von
humanen Brustkrebszellen. A) Grafische Darstellung der relativen Wundengröße
zwischen Kontrollzellen (MDA-MB-231 WT, Mock-Klon #1, #2 und #3: dunkelgraue
Fläche) und ITIH5-transfizierten Zellen (ITIH5-Klon #4, #7, #11,#12, #15: hellgraue
Fläche) über einen Zeitraum von vier Tagen. ∆ FC: medianer Fold Change am Tag 1.
Normiert wurde auf die Wundengröße des jeweiligen Klons an Tag 0. B) Darstellung
der “Wundengröße” nach 24 Stunden für alle gemessenen Einzelklone. ∗∗∗: P<0,001;
zweiseitiger Mann-Whitney U-Test. C) Detaillierte Dokumentation des Migrationspro-
zesses mittels Rasterelektronenmikroskopie 24 Stunden nach Setzen einer Wunde (auf
Glas basierten Zellkulturschalen). Repräsentative Mikro-Bilder sind aufgeführt. Maß-
stabsbalken: 100 µm. Rechtecke: vergrößerter Ausschnitt.
Dementsprechend sollte im Folgenden der Einfluss von ITIH5 auf die Motilität der
MDA-MB-231 Brustkrebszellen detailliert untersucht werden. Hierzu wurde zunächst ein
definierter Monolayer Wundheilungstest angewendet (auf PET-basierten Zellkulturscha-
len) (vgl. Kapitel 3.2.7.3). Über den Verlauf von vier Tagen zeigte sich, dass die parentalen
MDA-MB-231 Wildtypzellen sowie die Leervektor-transfizierten Tumorzellen im Vergleich
zu MDA-MB-231 Zellen mit forcierter ITIH5-Expression die Wunde signifikant schneller
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schließen konnten (Abb. 64A). Aufgrund des äquivalenten Migrationsverhaltens paren-
taler und Leervektor-transfizierter Tumorzellen konnte ein unspezifischer Einfluss des in
das Genom der MDA-MB-231 Karzinomzellen integrierten Leervektors ausgeschlossen
werden. Bereits einen Tag nach Setzen der Wunde war die Motilität der ITIH5-Klone um
86,3% signifikant herabgesetzt (p<0,001). Zu diesem Zeitpunkt besiedelten die Leervektor-
Klone bereits nahezu die gesamte Wunde (92% im Durchschnitt), während die ITIH5-
transfizierten Klone lediglich im Durchschnitt 43,6%, d.h. im einzelnen 26,6% (Klon #4),
36,8% (Klon #7), 69,3% (Klon #11), 52,5% (Klon #12) und 32,5% (Klon #15) der ur-
sprünglich zellfreien Region bedeckten (Abb. 64B). Rasterelektronenmikroskopische Auf-
nahmen nach 24 Stunden zeigten überdies, dass ITIH5-Klone der MDA-MB-231 Zelllinie
nicht befähigt waren sich von dem peripheren Kolonienrand des konfluenten Zellrasens zu
lösen und unabhängig von Zell-Zell-Kontakten in die gesetzte Wunde zu migrieren (Abb.
64C). Im Gegensatz hierzu re-kolonisierten Leervektor-Klone als Einzelzellen sichtbar los-
gelöst von Zellverbänden die Wunde. Die deutliche Reduktion der motilen Fähigkeiten
der ITIH5-transfizierten Brustkrebszellen deutete auf eine Beeinträchtigung grundlegen-
der Migrationsmechanismen hin (Olson und Sahai, 2009). Aufgrund der zentralen Eigen-
schaft des Zytoskeletts als Motor der Zellbewegung zu fungieren (Pollard und Borisy,
2003), wurde im Folgenden die Architektur der Aktinbündel und der fokalen Adhäsions-
komplex (FA) assoziierten Vinkulin-Proteine in MDA-MB-231-ITIH5- und Leervektor-
Klonen fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Abbildung 65: Zytoskelett-Struktur motiler Kontrollzellen. a: Exemplarische fluoreszenzmikro-
skopische Aufnahme einer Leervektor-transfizierten Zelle (Mock Klon #1). Rot: Ak-
tinbündel (Stressfasern sind markiert); Grüne Spots: FA-assoziiertes Vinkulin. Diffuses
Grün: zytoplasmatisches, ungebundenes Vinkulin. Maßstabsbalken: 10 µm. b: vergrö-
ßerter Ausschnitt der Lamellopodium-Bildung.
Wie erwartet zeigten die MDA-MB-231 Leervektor-Klone jene für die parentale Zellli-
nie typischen in FA verankerten Aktin-Stressfasern, die der Kontraktion und letztlich der
Fortbewegung der Zelle dienen (z.B. Brew et al., 2009). Abbildung 65 zeigt deutlich eine
Lamellopodien-Bildung von migratorisch aktiven Leervektor-Zellen. Dieser Zytoskelett-
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Organisation entgegengesetzt hatte die ITIH5-Reexpression zur Folge, dass MDA-MB-231
Zellen statt der Lamellopodium und definierten Stressfasern eine Kondensation der Ak-
tinbündel in kortikalen Strukturen der Zellperipherie unmittelbar an der Plasmamembran
forcierten (Abb. 66). Darüber hinaus modulierte die ITIH5-Expression sichtbar die Or-
ganisation der FAs, welche die Integrin-vermittelte Zelladhäsion, Signalwegstransduktion
sowie Zytoskelett-Organisation beeinflussen kann (Giancotti und Ruoslahti, 1999; Crit-
chley et al., 1999; Critchley, 2000). Die FA der ITIH5-transfizierten Klone lagen nahezu
ausschließlich ko-lokalisiert mit Aktinbündeln in der Peripherie der Zellen ohne sichtbaren
Bezug zu Stressfasern (Abb. 66).
Abbildung 66: Die ITIH5-Reexpression führt zu einer Zytoskelett Re-Organisation in hu-
manen Brustkrebszellen. Vergleich der Aktin- (a-c) und Vinkulinstruktur (d-f)
von Leervektor-transfizierten MDA-MB-231 Zellen (Klon #1; obere Bildreihe) und
ITIH5-transfizierten MDA-MB-231 Zellen (Klon #4 und #7; die beiden unteren
Bildreihen). Repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen sind dargestellt. g-
i: Aktin/Vinkulin Mischbilder. Rot: Aktinbündel (Stressfasern); Grüne Spots: FAK-
assoziiertes Vinkulin. Diffuses Grün: zytoplasmatisches, ungebundenes Vinkulin. j-l: ver-
größerte Ausschnitte. Pfeile in Bild j: Vinkulin-gebundene Stressfasern. Pfeile in Bildern
k und l: kortikale Aktibündel mit ko-lokalisierten Vinkulinkomplexen. Maßstabsbalken:
10 µm.
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3.3.6 Der Einfluss von ITIH5 auf die Zellinvasion humaner MDA-MB-231
Mammakarzinomzellen in vitro
Das Infiltrationsverhalten von Brustkrebszellen in umgebendes Stromagewebe der Brust
hängt im besonderen Maße von der Fähigkeit ab, 3D-Matrixbarrieren, z.B. durch Abbau
der ECM-Strukturen vermittelt von sezernierten Matrix-Metalloproteasen (MMPs), zu
überwinden (Hanahan und Weinberg, 2011). Um die Invasivität der MDA-MB-231 Brust-
krebszellen unter Einfluss von ITIH5 funktionell zu untersuchen, wurde ein MatrigelTM
basierter Boyden-Chamber Invasionstest durchgeführt.
Abbildung 67: ITIH5-Reexpression inhibiert die in vitro Invasion von humanen Brustkrebs-
zellen. Links : Grafische Darstellung der relativen Invasivitätsrate von Leervektor- (Klon
#1 und #3) und ITIH5-transfizierten MDA-MB-231 Tumorzellen (Klon #4 und #7)
ermittelt mittels MatrigelTM basiertem Boyden-Chamber Test mit (+) und ohne (−)
fetalem Kälberserum (FKS). Die mediane Invasionsrate der Kontrollzellen (Leervektor)
wurde als 100% definiert. ∗: P<0,05, zweiseitiger Mann-Whitney U-Test. Rechts : Ex-
emplarische mikroskopische Aufnahmen der Unterseite der Filtermembran mit fixierten
und mittels Kristallviolett gefärbten Zellen, die als HPF (high power-field) für die Aus-
zählung herangezogen wurden; dargestellt für einen Leervektor- (#3; Bild a und b) und
einen ITIH5-Klon (#4; Bild c).
Hierbei wurde speziell die Fähigkeit von ITIH5- und Leervektor-Klonen 3D-Matrigel-
Strukturen, die eine natürliche ECM imitieren, zu degradieren und zu infiltrieren ermit-
telt. Zudem erforderte die lediglich 8 µm großen Poren der eingesetzten Filtermembranen
ein Migrationsprozess, der die Intravasation metastasierender Tumorzellen in die Blut-
bzw. Lymphbahn reflektiert. Es zeigte sich, dass eine forcierte ITIH5-Reexpression in
MDA-MB-231 Brustkrebszellen in einer signifikant reduzierten Zell-Invasivität (p<0,05)
resultierte. Innerhalb von 24 Stunden war die Zahl an Tumorzellen, respektive Invasivi-
tätsrate, der ITIH5-transfizierten Klone #4 und #7, die sowohl die Matrigel- als auch
die Porenbarriere penetrieren konnten, im Vergleich zu den Kontroll-Klonen im Median
um 91,4% signifikant herabgesetzt (Abb. 67). Interessanterweise waren die MDA-MB-231
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Leervektor-Klone selbst in einem definierten Kontrollversuch, in dem die Zellen nicht mit-
tels fetalem Kälberserum (FKS) chemotaktisch gelenkt wurden, befähigt innerhalb von 24
Stunden die künstlichen Barrieren zu überwinden (wenn auch in geringerer Zahl), wäh-
rend die relative Invasivitätsrate der analysierten ITIH5-transfizierten Tumorzellen im
Median um 84,1% reduziert war (Abb. 67).
3.3.7 Der Einfluss von ITIH5 auf Kolonienwachstum und Differenzierungs-
grad mesenchymaler MDA-MB-231 Mammakarzinomzellen
Die Eigenschaften einer invasiven humanen Krebszelle sind das Ergebnis eines De-Diffe-
renzierungsprozesses, in dem ursprünglich epitheliales Wachstumsverhalten abgelegt und
durch progressive Fähigkeiten ersetzt werden (Hanahan und Weinberg, 2011).
Abbildung 68: Analyse der Zellmorphologie von mesenchymalen Brustkrebszellen in Ab-
hängigkeit einer forcierten ITIH5-Reexpression. Repräsentative Phasenkontrast
Aufnahmen humaner MDA-MB-231 Zellen. Linke Bildreihe: Leervektor-Klone. Rechte
Bildreihen: ITIH5-Klone. 100-fache Originalvergößerung.
Nach dem derzeitigen Forschungsstand könnte ein entwicklungsassoziiertes Programm,
die Epithelial-Mesenchymalen Transition (EMT), die maligne Transformation begünstigen
(Micalizzi, Farabaugh und Ford, 2010). Dieses mündet in einem mesenchymalen Zellphä-
notyp, wie er durch die parentale MDA-MB-231 Zelllinie repräsentiert wird (Sommers
et al., 1994; Blick et al., 2008) und bedingt z.B. ein hohes migratorisches Potential der
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Karzinomzellen. In Anbetracht dessen, dass eine forcierte ITIH5-Reexpression in den Post-
EMTMDA-MB-231 Brustkrebszellen einen signifikanten Verlust typischer mesenchymaler
Eigenschaften zur Folge hatte, sollten im Weiteren die Wachstumseigenschaften ITIH5-
transfizierter MDA-MB-231 Zellen untersucht werden. Hierzu wurden Leervektor- und
ITIH5-transfizierte MDA-MB-231 Klone in konfluenter sowie spärlich konfluenter Zell-
dichte kultiviert und gewachsene Zellen mittels detaillierter Phasen-Kontrast (Abb. 68)
und rasterelektronenmikroskopischer Analysen (Abb. 69) morphologisch untersucht und
verglichen.
Abbildung 69: Analyse der Zellmorphologie von mesenchymalen Brustkrebszellen in Ab-
hängigkeit einer forcierten ITIH5-Reexpression mittels Elektronenmikrosko-
pie. Vergleich der Einzelzellmorphologie in spärlicher Konfluenz (obere Bildreihe) und
voller Konfluenz (untere Bildreihe) von Leervektor- (Klon #1 und #3; linkes vierer Bild-
Panel) und ITIH5-transfizierten MDA-MB-231 Zellen (Klon #4 und #7; rechtes vierer
Bild-Panel) mittels Rasterelektronenmikroskopie. Maßstabsbalken: 20 µm
Es zeigte sich als Folge einer ektopischen ITIH5-Expression in den MDA-MB-231
Mammakarzinomzellen eine deutliche Änderung ihrer Morphologie. Die MDA-MB-231
ITIH5-Klone formten epithelial-ähnliche Zell-Cluster mit eng aneinander anliegenden Zell-
strukturen, die in einem ansatzweise geordneten Monolayer mit quaderförmigen Zellmor-
phologie wuchsen. Im Gegensatz hierzu verblieben die malignen Leervektor-transfizierten
MDA-MB-231 Zellen in ihrer mesenchymalen Morphologie, die durch eine längliche Zell-
form charakterisiert ist. Parallel zu den 2D-basierten Wachstumsanalysen sollte das Kolo-
niebildungsvermögen der ITIH5-transfizierten MDA-MB-231 Zellen im direkten Vergleich
zu Kontrollzellen in polymerisierten Matrigel 3D-Netzstrukturen bestimmt werden. Eine
besondere Rolle kommen hier Wechselwirkungen der ECM mit Rezeptoren der Zellober-
fläche zu (Spencer, Xu und Bissell, 2007), die spezifische Wachstumseigenschaften erst in
dieser physiologischen und komplexeren 3D-Matrix-Umgebung hervorrufen (Bissell et al.,
2002b). Zwecks Visualisierung dieses Verhaltens wurde ein MatrigelTM basierter Kolonie-
bildungstest durchgeführt. Hierzu wurden MDA-MB-231-ITIH5- und Leervektor-Klone in
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einer Matrigel-Suspension spärlich ausgesät und für acht Tage kultiviert. Nach dieser Zeit
wiesen die Leervektor-transfizierten Klone ein undifferenziertes Wachstum auf, das durch
keimende Zellfortsätze, die das Matrigel infiltrierend durchzogen, gekennzeichnet war und
für die parentalen Wildtyp-Zellen charakteristisch ist (Qin et al., 2008).
Abbildung 70: Einfluss der ITIH5-Reexpression auf Zellmorphologie und Kolonienbildung
von humanen Brustkrebszellen in 3D-basierten Netzstrukturen. Repräsentati-
ve Phasenkontrast-Aufnahmen von in Matrigel-Netzwerk gebildeten Kleinkolonien. Obe-
re Bildreihe: ITIH5-Klone (#4 und #7). Untere Bildreihe: Leervektor-Klone (#1 und
#3). 400-fache Originalvergößerung.
Abbildung 71: Eine forcierte ITIH5-Reexpression in mesenchymalen Brustkrebszellen be-
dingt eine expressionelle mRNA-Heraufregulierung epithelialer Schlüsselmo-
leküle. Box Plot Analyse der mRNA-Expression der epithelial-assoziierten Gene Des-
moplakin (DSP), Desmocollin 2 (DSC2 ), Desmoglein 2 (DSG2 ) und Zonula Occludens
1 (ZO-1 ) im Vergleich zwischen Kontrollzellen (dunkelgraue Boxen; MDA-MB-231 WT
sowie Leervektor-Klone #1, #2 und #3) und ITIH5-transfizierten Klonen (hellgraue
Boxen; #4,#7, #11, #12, #15). Horizontale Linie: Median, vertikale Linie: Minimum
und Maximum. Box: 25% bis 75% Quartile; ∗: P<0,05, ∗∗: P<0,01, zweiseitiger Mann-
Whitney U-Test.
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Dagegen zeigten die MDA-MB-231 Zellen mit forcierter ITIH5-Expression rundliche
Sphäroide mit klaren Zellrändern (Abb. 70). Um den morphologischen Wechsel von ei-
ner mesenchymalen zu einer epithelialen Zellstruktur auf molekularer Ebene abzubilden,
wurde der Einfluss von ITIH5 auf die Expression von Molekülen, die der epithelialen
Zellerhaltung dienen, untersucht. Der Fokus lag hier insbesondere auf Molekülen von
Zell-Zell-Kontakt-Komplexen, die in die multi-zellularen Organisation von epithelialen
Strukturen involviert sind und in parentalen MDA-MB-231 Zellen herunterreguliert bzw.
verloren sind (Sommers et al., 1994).
Abbildung 72: Sichtbare Zell-Zell-Kontakte nach einer forcierten ITIH5-Reexpression in
MDA-MB-231 Mammakarzinom-Zellen. Qualitativer Vergleich von Zell-Zell-
Kontakten mittels Transmissionselektronenmikroskopie in Leervektor- und ITIH5-
transfizierten MDA-MB-231 Zellen. Repräsentative Aufnahmen für die ITIH5-Klone #4
und #7 (oberen zwei Bildreihen) sowie für den Kontrollklon #1 (untere Bildreihe) sind
dargestellt. a-c: Übersicht über die Zell-Zell-Kontaktgrenzen jeweils zweier in vitro kul-
tivierte Tumorzellen des gleichen Klons. Gestrichelte Linie definiert die Zellgrenzen.
Maßstabsbalken: 2 µm. d-f: vergrößerter Ausschnitt der Zell-Zell-Kontaktkomplexe des
jeweiligen Klons. Maßstabsbalken: 500 nm. Position der definierten Zell-Zell-Kontakte
(sd : Spot Desmosomen; tj : Tight Junction) sind eingezeichnet (Pfeile).
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In Übereinstimmung mit den beobachteten morphologischen Veränderungen, war die
mRNA-Expression von den desmosomalen Komponenten Desmoplakin (DSP) (media-
ner ∆FC=15,6, P<0,01), Desmocollin-2 (DSC2 ) (medianer ∆FC=38,9, P<0,05) und
Desmoglein-2 (DSG2 ) (medianer ∆FC=7,8, P<0,05) signifikant in ITIH5-Klonen her-
aufreguliert. Zudem war die Expression der Zonula occludens 1 (ZO-1 ) mRNA (media-
ner ∆FC=5,3, P<0,01), deren Sequenz ein Tight-Junction Protein kodiert, im Zuge der
ITIH5-Reexpression in MDA-MB-231 Zellen im Vergleich zu Leervektor-Klonen signifi-
kant erhöht (Abb. 71). Die deutliche Reexpression desmosomaler Cadherine deutete auf
eine Etablierung epithelialer Zell-Zell Komplexe in den MDA-MB-231-ITIH5-Klonen hin
und sollte im weiteren durch transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen quali-
tativ bestätigt werden. Wie in Abbildung 72 aufgeführt, wiesen die ITIH5-transfizierten
MDA-MB-231 Zellen in der Tat sichtbare Zell-Zell-Kontakte auf. Diese intrazellulären
Kontaktstellen vernetzten in einer beobachteten Regelmäßigkeit angrenzende Nachbarzel-
len mit forcierter ITIH5-Expression während für Leervektor-transfizierte MDA-MB-231
Brustkrebszellen bei gleicher Konfluenz keine Anzeichen für ein gehäuftes Vorkommen
von Zell-Zell-Kontakte erbracht werden konnte (Abb. 72).
3.3.8 Der Einfluss von ITIH5 auf die metastasierende Fähigkeit humaner
MDA-MB-231 Mammakarzinomzellen in einem in vivo Tiermodell
Die bisherigen funktionellen in vitro Analysen ließen eindeutige Hinweise auf eine funda-
mentale Rolle von ITIH5 in der Tumorentstehung der Brust, insbesondere in der malignen
Progression, erkennen. Der nächste Schritt beinhaltete die in vitro gewonnenen Daten auf
ein in vivo Modell zu übertragen, um unter möglichst physiologischen Bedingungen die
Relevanz der suppressiven ITIH5-Wirkung zu ermitteln.
Abbildung 73: Murine Ganzkörper µCT Analysen zur Identifizierung von Zielorganen für
die Tumorbildung durch metastatische MDA-MB-231 Zellen. Exemplarische
µCT Ganzkörper Aufnahme einer BALB/c nu/nu Maus 50 Tage nach intravenöser
Injektion humaner, Leervektor-transfizierter MDA-MB-231 Brustkrebszellen. Position
einer identifizierten Lungenmetastase ist markiert und in einem separaten Ausschnitt
vergrößert dargestellt (Pfeil).
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Dies resultiert aus der Erkenntnis, dass Eigenschaften einer metastasierenden Krebs-
zelle wie Gewebeinfiltration oder Besiedelung fremder Organe nicht Einzel-Zell Ereignis-
se darstellen, sondern sich erst im Kontext von wechselwirkenden Faktoren wie ECM-
und Stromareaktionen, Vaskularisation oder Differenzierung entfalten können (Wagener
und Müller, 2010). Zu diesem Zweck wurde ein experimentelles in vivo Metastasierung-
Modell verwendet. Auf Basis der in vitro etablierten humanen Tumorzellen wurden diese
(Leervektor-Klone: Kontroll-Set; ITIH5-Klone: ITIH5-Set) über die Schwanzvene immun-
supprimierter weiblicher, sechs Wochen alter BALB/c Mäuse injiziert. Im Anschluss wur-
de die Fähigkeit der Krebszellen, ausgehend von der Blutbahn entfernt liegende Organe
wie Lunge oder Hirn zu infiltrieren, bestimmt. Um die Organe zu identifizieren, die als
Zielgewebe für die Infiltration der humanen Brusttumorzellen dienen, wurden alle rele-
vanten Organe der BALB/cnu/nu Mäuse (Gehirn, Leber und Lunge), 50 Tage nach der
Xenotransplatation der Zellen, mittels µCT nicht-invasiv hinsichtlich der Existenz von
Metastasen (≥0,5 cm) untersucht. Diese Technik bietet den Vorteil entstehende Tumor-
herde umfassend im 3D-Raum eines Organs zu visualisieren ohne die Mäuse töten zu
müssen.
Abbildung 74: Anzahl und Größe induzierter Makro-Metastasen. A) Scatter Plot Darstellung
gebildeter Lungenmetastasen aller Einzeltiere der ITIH5-Testgruppe und der Kontroll-
gruppe detektiert mittels µCT. B) Scatter Plot Vergleich der Größe gebildeter Lungen-
Metastasen (>0,5 cm; auf Basis der µCT-Analysen) zwischen der ITIH5-Testgruppe
(n=7) und der Kontrollgruppe (n=7). Horizontale Linie: Median.
So zeigte sich kein Tumorwachstum in Gehirn und Leber, während die Lungen der
Mäuse, injiziert mit Leervektor-transfizierten MDA-MB-231 Zellen, Metastasenbildung
aufwiesen (Abb.73). Die induzierten Metastasen wurden anschließend in Größe und An-
zahl bestimmt (Abb. 74A). Es zeigte sich, dass die Größe der Makro-Metastasen nur ge-
ringfügig (∆FC Median: 12,5%) verringert war (Abb. 74B). Repräsentative µCT Aufnah-
men der Lunge sind in Abbildung 75A gezeigt. Ein Vergleich zwischen der Kontrollgruppe
und ITIH5-Testgruppe in Bezug auf die Anzahl gebildeten Tumorherde erbrachte einen
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deutlich inhibitorischen Effekt von ITIH5 auf die Makro-Metastasenbildung. So war die
Anzahl gebildeter Makro-Metastasen, induziert von ITIH5-transfizierten MDA-MB-231
Brusttumorzellen, im Mittel um 81% (im Median um 100%) reduziert.
Abbildung 75: ITIH5 reduziert die Kolonisierung von Makro-Metastasen in Mäuselungen.
A) Repräsentative 2D- (a-c) und 3D- (d und e) Aufnahmen der gesamten Lunge nach
Kontrastmittel Applikation und 3D-Rendering. Makro-Metastasen (weiße Kreise in a-
c und grün-kolorierte Spots nach Segmentierung in d und e) konnten frequentiert in
Lungen von Mäusen injiziert mit Leervektor-transfizierter MDA-MB-231 (Kontrollgrup-
pe) Brustkrebszellen im pleuralen Areal nachgewiesen werden. Rot : Blutgefäßsystem;
Blau: Tracheabronchiales System. B) Box Plot Vergleich der Anzahl gebildeter Lungen-
Metastasen (>0,5 cm) je Maus zwischen der ITIH5-Testgruppe (n=7) und der Kon-
trollgruppe (n=7). Horizontale Linie: Median, vertikale Linie: Minimum und Maximum.
Box: 25% bis 75% Quartile.
Anschließend wurden die Lungenoberflächen der Mäuse nach zervikaler Dislokation
stereomikroskopisch begutachtet. Repräsentative Fotos der Organoberfläche nach Ent-
nahme der Lungen bestätigten sichtbare Metastasen. Exemplarische Fotos sind in Ab-
bildung 76A dargestellt. Um im Folgenden ein unterschiedliches Metastasenwachstum
der ITIH5-Wirkung zuordnen zu können, wurde die ITIH5 -mRNA-Expression induzier-
ter Tumore beider Gruppen bestimmt. Die Ergebnisse konstatierten eine humane ITIH5 -
mRNA-Expression ausschließlich innerhalb der ITIH5-induzierten Tumorknoten (Abb.
76B). Zwecks histo- und morphopathologischer Begutachtung induzierter Tumorherde
wurden die Lungen in einer verblindeten Studie durch eine erfahrene Pathologin begutach-
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tet und die Anzahl der Metastasen an zwei Referenzgewebeschnitten (30 µm Abstand in
der vertikalen Ebene) je Lunge bestimmt. Während keine eindeutigen histologischen Auf-
fälligkeiten zwischen den induzierten Makro-Metastasen beider Testgruppen zu erkennen
war, zeigte eine Aufschlüsselung der Metastasen nach ihrer Größe (Makro-Metastasen:
>0,1 cm, Mediane-Metastasen: 0,1 cm und Mikro-Metastasen: <0,1 cm) einen drama-
tischen Rückgang der Metastasenanzahl insbesondere innerhalb der Mikro-Metastasen
(Abb. 77).
Abbildung 76: Charakterisierung der ITIH5 -Expression in Lungenmetastasen des Maus-
modells. A) Repräsentative stereomikroskopische Aufnahmen der Lungenoberfläche
von Mäusen mit sichtbaren Makro-Metastasen induziert von Leervektor- und ITIH5-
transfizierten MDA-MB-231 Brustkrebszellen. Induzierte Tumorherde an der Oberfläche
der Lunge sind markiert (Pfeile) bzw. separat vergrößert dargestellt. Maßstabsbalken:
2 mm. B) Repräsentative stereomikroskopische Aufnahmen der Lungenoberfläche einer
Maus injiziert mit ITIH5-transfizierten MDA-MB-231 Brustkrebszellen ohne sichtbare
Metastasenbildung. C) Grafische Darstellung der Real-Time basierten ITIH5 -mRNA-
Expressionsdaten aus “gepoolten” Lungengeweben jeder Gruppe (n=5/Gruppe). Nor-
miert wurde auf die Expression der Kontrollgruppe (gleich 1). Das humane Haushaltsgen
GAPDH fungierte als interner Standard der relativen Expression. Unteres Bild zeigt das
PCR-Amplifikat für die ITIH5 - und die GAPDH -cDNA nach 40 Zyklen für eine Pro-
be der Dreifachbestimmung. Vertikale Linien: + Fehler der Dreifachbestimmung. Eine
humane ITIH5 -Expression war lediglich in ITIH5-induzierten Metastasen detektierbar.
Die mittlere Anzahl gebildeter Metastasen, respektive Metastasierungsrate, inner-
halb der Makro-Metastasengruppe von Kontroll-Mäusen betrug 2,0 ± 0,9 (SE) und in-
nerhalb der Medianen-Metastasengruppe 2,0 ± 0,7. Dagegen wiesen Mäuse der ITIH5-
Testgruppe eine signifikant reduzierte (P<0,05) mittlere Metastasierungszahl von 0,5
± 0,2 (Makro-Metastasen) sowie 0,4 ± 0,2 (SE, Mediane-Metastasen) auf. Die Mikro-
Metastasierungsrate der Kontrollgruppe betrug im Mittel 34,5 ± 10,2 (Spannweite: 0,5-
78,5; 25-75% Quartile: 2,5-67,8). Im Vergleich dazu zeigte die Box Plot Analyse, dass
die Mäuse, injiziert mit ITIH5-transfizierten MDA-MB-231 Zellen, eine mittlere Mikro-
Lungenmetastasenzahl von 0,9 ± 0,4 (Spannweite: 0,0-4,0; 25-75% Quartile: 0,0-1,5), re-
spektive Metastasierungsrate, aufwiesen. Keine der histopathologisch begutachteten Lun-
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gen der ITIH5-Testgruppe zeigte eine vermehrte Anzahl von Mikrometastasen, während
diese in hoher Zahl und über das gesamte Lungengewebe verteilt in Kontrolltieren zu
finden waren.
Abbildung 77: ITIH5 inhibiert die Kolonisierung von Mikro-Metastasen in Mäuselungen.
Links : Box Plot Darstellung der histopathologischen Evaluation gewachsenerMetastasen
in der Kontroll- (n=7) und ITIH5-Testgruppe (n=7) gruppiert der relativen Knotengröße
entsprechend in die Kategorien Makro- (>0,5 cm) Mediane- (ca. 0,1 cm) und Mikro-
Metastasen (<0,1 cm). Horizontale Linie: Median, vertikale Linie: Minimum und Maxi-
mum. Box: 25% bis 75% Quartile; ∗: P<0,05; ∗∗: P<0,01, zweiseitiger Mann-Whitney
U-Test. Rechts : Repräsentative histopathologische Aufnahmen von H&E-gefärbten Ge-
webeschnitten von Mäuselungen mit induzierter humanen Lungenmetastasen (Pfeile),
gruppiert der relativen Knotengröße entsprechend in die korrespondierenden drei Kate-
gorien. Maßstabsbalken: 100 µm.
Abbildung 78: Eine forcierte ITIH5-Expression in MDA-MB-231 Brustkrebszellen führt zur
effektiven Supprimierung der Metastasierungsrate in vivo. Box Plot Vergleich
der histopathologischen Evaluation gewachsener humaner Metastasen in Mäuselungen
50 Tage nach intravenöser Injektion von Leervektor- und ITIH5-transfizierten MDA-
MB-231 Brustkrebszellen unabhängig von der Tumorgröße. Horizontale Linie: Median,
vertikale Linie: Minimum und Maximum. Box: 25% bis 75% Quartile; ∗∗: P<0,01, zwei-
seitiger Mann-Whitney U-Test.
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Im Median zeigten die Mäuse der ITIH5-Testgruppe eine signifikante Reduktion ge-
bildeter Mikro-Metastasen von 98,5% (∆FC Median: 0,15; P<0,01). Der Vergleich aller
gebildeten Metastasen beider Gruppen, unabhängig ihrer Größe, zeigte schließlich eine
mit P<0,01 hochsignifikante Reduktion der Metastasierungsfähigkeit der MDA-MB-231
Mammakarzinomzellen von 95,5% nach ITIH5-Überexpression (Abb. 78).
3.3.9 Der Einfluss von ITIH5 auf transkriptionelle Schlüsselmechanismen
Um einen mechanistischen Link zwischen ITIH5 und seinem tumorsuppressiven Wirkungs-
spektrum zu entschlüsseln, wurde - unter der Hypothese einer Beeinflussung intrazellulärer
Signalwege durch ITIH5 - die am Ende einer solchen Signalkaskade finalisierte Deregu-
lation von Transkriptionsfaktoren (TF) untersucht, welche als Schlüsselregulatoren der
malignen Progression beschrieben wurden. Als solches Molekül wurde Forkhead Box M1
(FoxM1) kürzlich postuliert (Raychaudhuri und Park, 2011), ein Transkriptionsfaktor
(TF) dessen putative onkogene Rolle im Brustkrebs bereits im Rahmen von Forschungs-
arbeiten der Arbeitsgruppe Dahl (RWTH Aachen) untersucht wurde (Bektas et al., 2008)
und in dieser Studie Berücksichtigung fand. Es zeigte sich in allen in vitro kultivierten
MDA-MB-231 Brustkrebszellen mit forcierter ITIH5-Expression eine deutliche Reduktion
der FoxM1-Proteinexpression (Abb. 79A).
Abbildung 79: Eine forcierte ITIH5-Reexpression ist im Zellkulturmodell mit einem FoxM1-
Proteinverlust assoziiert. A) Die im oberen Teil aufgeführten Westernblot Ana-
lysen zeigen FoxM1-Proteinexpression in Abhängigkeit von der ITIH5-Expression in
MDA-MB-231 Klonen im Vergleich zur Ladekontrolle βAktin. Untere Grafik: korre-
spondierende densitometrische Auswertung der FoxM1-Expression für jeden Einzelklon.
B) Vergleich der FoxM1 -mRNA-Expression (linker Graph) und der korrespondieren-
den FoxM1-Proteinexpression (rechter Graph) zwischen Kontroll- (n=4, dunkelgrau)
und ITIH5-Klonen (n=5, hellgrau) dargestellt als Box Plot Analyse. Horizontale Li-
nie: Median, vertikale Linie: Minimum und Maximum. Box: 25% bis 75% Quartile; ns:
P>0,05; ∗: P<0,05, zweiseitiger Mann-Whitney U-Test. C) Lokalisation der FoxM1-
Proteinkonzentration im Zellkern von Leervektor- und ITIH5-transfizierten MDA-MB-
231 Zellen. Lamin-B diente als Ladekontrolle.
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Interessanterweise wurde auf mRNA-Expressionsebene keine signifikante Deregulati-
on der drei untersuchten Haupttranskripte von FoxM1 detektiert (∆FC Median: 0,89),
während die densitometrische Auswertung der Proteinebene in einer Box Plot Analyse
einen signifikanten Proteinverlust zwischen Leervektor-transfizierten Klonen (Spannwei-
te: 0,751-1,00; 25-75% Quartile: 0,809-0,979) und ITIH5-transfizierten Klonen (Spann-
weite: 0,234-0,424; 25-75% Quartile: 0,245-0,379) im Median von 69,1% (∆FC Median:
0,309, P<0,05) bestätigte (Abb. 79B). Um einen Messfehler bedingt durch eine ungleiche
Verteilung der FoxM1-Moleküle zwischen Zytoplasma und Nukleus innerhalb der ITIH5-
transfizierten Zellen auszuschließen und zugleich die regulatorische Relevanz des redu-
zierten TF-Proteingehalts zu untermauern, wurde die FoxM1-Konzentration im Zellkern
bestimmt. Hier zeigte sich, dass äquivalent zur zytoplasmatischen Fraktion auch in der
nukleären Fraktion eine deutlicher FoxM1-Proteinverlust in den MDA-MB-231-ITIH5-
Klonen zu verzeichnen war (Abb. 79C).
Abbildung 80: Eine ITIH5-Expression bedingt eine reduzierte FoxM1-Proteinexpression in
induzierten Makro-Metastasen des Xenograftmodells. Repräsentative immun-
histochemische FoxM1-Färbungen von Leervektor- (a-c) und ITIH5-Vektor-induzierten
(d und e) metastatischen Mauslungengeweben zeigen eine reduzierte FoxM1-Expression
in Tumorzellen der ITIH5-Testgruppe. f: Negativkontrolle (nur Sekundär-Antikörper).
Maßstabsbalken: 100 µm.
Im Weiteren sollte der in vitro beobachtete FoxM1-Proteinverlust nach ITIH5-Ex-
pression in MDA-MB-231 Zellen in vivo bestätigt werden. Zu diesem Zweck wurden
immunhistochemische Färbungen von murinen Lungengeweben der Kontroll- sowie der
ITIH5-Testgruppe aus dem Xenograft-Modell (vgl. Kapitel 3.3.8) mittels eines kommerzi-
ellen polyklonalen FoxM1-Antikörpers durchgeführt. Als Positivkontrolle für die FoxM1-
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Antikörper Etablierung diente das bereits beschriebene FoxM1-Expressionsmuster in hu-
manem Mammagewebe (Bektas et al., 2008). Es zeigte sich, dass in Makro-Metastasen, in-
duziert von Leervektor-transfizierten MDA-MB-231 Zellen, eine kräftige FoxM1-Färbung,
sowohl im Zytoplasma als auch in Zellkernen, sichtbar war (Abb. 80). Die FoxM1-Färbung
in den Makro-Metastasen ITIH5 induzierter Tumorknoten zeigte dagegen eine deutlich
schwächere Ausprägung. Zudem wiesen insbesondere kleine Mikro-Metastasen, die in ho-
her Zahl ausschließlich in der in vivo Kontrollgruppe zu finden waren (vgl. Kapitel 3.3.8)
eine besonders starke FoxM1-Färbung auf (Abb. 81A). Der Einfluss von ITIH5 auf die
Proteinregulation von FoxM1 läßt darauf schließen, dass bedingt durch die Reduktion von
FoxM1 auch Zielmoleküle dieses Transkriptionsfaktors betroffen sein könnten. Im Fokus
des Interesses standen hier Invasions-assoziierte Moleküle wie Matrix-Metalloproteasen
(z.B. MMP2 oder MMP9), die als Downstream-Effektormoleküle von FoxM1 bereits be-
schrieben wurden (Ahmad et al., 2010). Die Real-Time basierten Expressions-Analysen
wurden mittels cDNA-Proben, die bereits zur Charakterisierung der ITIH5 -mRNA-Ex-
pression (vgl. Abb.76B) herangezogen wurden, durchgeführt. Es zeigte sich, dass eine
Expression von ITIH5, respektive schwache FoxM1-Expression in den induzierten Tumo-
ren, eine Inaktivierung der MMP9 -mRNA-Transkription zur Folge hatte (Abb. 81B).
Abbildung 81: Der FoxM1-Proteinverlust in ITIH5-induzierten Metastasen korreliert
mit einer reduzierten MMP9 -mRNA-Expression in vivo. A) Repräsentati-
ve Aufnahmen der starken FoxM1-Proteinexpression in Leervektor-induzierten Mikro-
Metastasen. Maßstabsbalken: 25 µm. B) Vergleich der Real-Time basierten MMP9 -
mRNA-Expression aus “gepoolten” metastatischen Lungengeweben des Xenograftmo-
dells von der Kontroll- und der ITIH5-Testgruppe (n=5/Gruppe). Normiert wurde
auf die Expression der Kontrollgruppe (gleich 1). Das humane Haushaltsgen GAPDH
fungierte als interner Standard der relativen Expression. Unteres Bild zeigt das PCR-
Amplifikat für die MMP9 - und die GAPDH -cDNA nach 40 Zyklen für eine Probe der
Dreifachbestimmung. Vertikale Linien: + Fehler der Dreifachbestimmung. Eine humane
MMP9 -Expression war ausschließlich in Leervektor-induzierten Metastasen sichtbar.
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3.3.10 Assoziation der ITIH5- und FoxM1-Expression in primären Mamma-
karzinomen
Zwecks Evaluierung der physiologischen Relevanz der inversen FoxM1-ITIH5-Expression,
sollte eine Korrelationsanalyse der Expressionmuster beider Moleküle in 172 humanen pri-
mären Busttumoren erfolgen. Hierzu wurden die ITIH5- und FoxM1-Proteinexpressions-
daten, welche im Rahmen unterschiedlicher Studien der Arbeitsgruppe Dahl (RWTH Aa-
chen) auf einem äquivalenten Tissue Micro Array (TMA) gesammelt wurden (Veeck et
al., 2008b; Bektas et al., 2008), miteinander korreliert und statistisch re-analysiert. Die
kliniko-pathologischen Charakteristika der 172 primären Mammakarzinome sind in Ta-
belle 72 (Anhang) zusammengefasst. In dieser Studie wurde nun starke ITIH5-Expression
(IRS=12) und gering bis mediane FoxM1-Expression (IRS=0-8) in Anlehnung an die er-
mittelten Expressionsstärken des in vitro Tumormodells dichotomisiert. Basierend auf
diesem Expressionsmodell konnte in den soliden Mammakarzinomen eine signifikante ne-
gative Korrelation (p=0,025) zwischen den Expressionslevel beider Proteine bestätigt wer-
den (Tab. 65).
Tabelle 65: Korrelation der Expression von ITIH5 und FoxM1 in primären Mammakarzinomen
ITIH5 Immunoreaktivitätb
FoxM1
Immunoreaktivitätb
na gering (IRS 0-9) hoch (IRS 12)c rd P-Werte
gering (IRS 0-8) 108 68 (63,0%) 40 (37,0%)
-0,171 0,025
hoch (IRS 9-12) 63 50 (79,4%) 13 (20,6%)
aProben von Patientinnen mit einem primären, unilateralen, invasiven Mammakarzinom.
bImmunoreaktiver Wert (IRS) gemäß Remmele und Stegner (Remmele und Stegner, 1987).
cDichotomisierung gemäß Veeck et al. (Veeck et al., 2008b); dPearsons Produkt-Moment-
Korrelationskoeffizient; eLog-Rank Test mit zweiseitigem Signifikanzlevel (5% Signifikanz-Niveau;
p<0,05).
Nur 13 Tumoren, die eine starken ITIH5-Expression aufwiesen, zeigten eine abweichen-
de FoxM1-Expression (IRS=9-12), während eine reduzierte ITIH5-Expression offensicht-
lich nicht zwangsläufig eine Aufregulation des FoxM1-Proteins zur Folge hatte (n=68).
3.3.11 Der Einfluss der inversen ITIH5-FoxM1-Expression auf das univariate
und multivariate Überleben der Patientinnen
Im Folgenden sollte die klinische Relevanz der negativen ITIH5-FoxM1-Korrelation in hu-
manen Mammakarzinomen untersucht werden. Zunächst wurde eine mögliche Assoziation
mit kliniko-pathologischen Parametern bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass die Kombina-
tion aus starker ITIH5 und medianer FoxM1-Expression signifikant mit einem geringeren
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histologischen tumorösen Differenzierungsgrad (p=0,048) und einem positiven Östrogen-
rezeptorstatus (p=0,027) korrelierte (Tab. 66).
Tabelle 66: Kliniko-pathologische Parameter in Relation zur ITIH5-FoxM1-Expression
ITIH5-FoxM1 Expression
na ITIH512-
FoxM10−8
ITIH50−9-
FoxM19−12
P-Wertb
Total 90 40 (44,4%) 50 (55,6%)
Parameter
Alter bei Diagnose
Median; 58a
<58 41 18 (43,9%) 23 (56,1%)
0,926
>58 49 22 (44,9%) 27 (55,1%)
Tumorgrößec
pT1-2 65 27 (41,5%) 38 (58,5%)
0,377
pT3-4 25 13 (52,0%) 12 (48,0%)
Lymphknotenstatusc
pN0 42 18 (42,9%) 24 (57,1%)
0,811
pN1-3 44 20 (45,5%) 24 (54,5%)
Histologischer Gradd
G1-2 48 26 (54,2%) 22 (45,8%)
0,048
G3 42 14 (33,3%) 28 (66,7%)
Histologischer Typ
IDC 74 37 (50,0%) 37 (50,0%)
0,216
ILC 9 1 (11,1%) 8 (88,9%)
Andere 7 2 (28,6%) 5 (71,4%)
Östrogenrezeptor
Negativ (IRSe 0-2) 24 6 (25,0%) 18 (75,0%)
0,027
Positiv (IRSe 3-12) 54 28 (51,9%) 26 (48,1%)
Progesteronrezetor
Negativ (IRSe 0-2) 56 23 (41,1%) 33 (58,9%)
0,373
Positiv (IRSe 3-12) 23 12 (52,2%) 11 (47,8%)
HER2 Statusf
Negativ (0, 1+, 2+) 67 29 (43,3%) 38 (56,7%)
0,650
Positiv (3+) 14 7 (50,0%) 7 (50,0%)
aProben von Patientinnen mit einem primären, unilateralen, invasiven Mammakarzinom. bFisher’s
Exakt Test, Fettdruck: signifikante P-Werte (<0.05). cEntsprechend der TNM Klassifikation nach
Sobin und Wittekind (Sobin und Wittekind, 1997). dNach Bloom und Richardson und modifiziert
durch Elston und Ellis (Elston und Ellis, 1993). eImmunoreaktiver Wert (IRS) gemäß Remmele
und Stegner (Remmele und Stegner, 1987). fÜberexpression des ERBB2 Gens (Her-2/neu) wurde
entsprechend dem DAKO-Score IHC System diagnostiziert. Prozente können aufgrund Rundung von
100% abweichen.
Mittels univariater Überlebensanalysen sollte darüber hinaus das rezidivfreie Überle-
ben (RFÜ) als Indikator für das Auftreten rezidivierender sowie metastatischer Tumor-
herde untersucht werden. So waren im verwendeten Tumorkollektiv die Tumorgröße (pT3
und pT4), ein positiver Lymphknotenstatus, eine hohe Tumorgraduierung (G3) sowie ein
positiver Östrogen- und Progesteronrezeptorstatus signifikant mit einem verkürzten RFÜ
assoziiert (Tab. 67). Anschließend wurde das RFÜ als klinischer Indikator für ein pro-
Die Bedeutung von ITIH5 für das Mammakarzinom 167
gredientes Risiko in Relation zur ITIH5-FoxM1-Expression untersucht. Für diese Analyse
wurde der Log-Rank Test entsprechend der Kaplan-Meier Methode angewendet (Kaplan
und Meier, 1958). Es zeigte sich, dass bei Patientinnen mit einer auf dem in vitro Modell
basierenden ITIH5-FoxM1-Expressions-Achse, d.h. mit einer starken ITIH5- (ITIH512)
und einer schwach-medianen FoxM1-Expression (FoxM10−8), eine deutliche Senkung des
Risikos für das Erleiden eines Rezidivs im Vergleich zu allen analysierten Expressions-
Konstellationen zu verzeichnen war (Abb. 82).
Abbildung 82: Univariate Kaplan-Meier Analyse des RFÜ in Bezug zur inversen ITIH5-
FoxM1-Expressionsachse. Kaplan-Meier Kurven illustrieren das rezidivfreie Über-
leben (RFÜ) für Patientinnen mit (inverser) starker ITIH5-, schwacher FoxM1-
Expressionsachse (ITIH512/FoxM10−8, schwarze Kurve) in Relation zu Patientinnen
mit einer schwachen ITIH5/starken FoxM1 (ITIH50−9/FoxM19−12, dunkel-graue Kurve)
und einer schwachen ITIH5/schwachen FoxM1 (ITIH50−9/FoxM10−8, hell-graue Kurve).
Vertikale Linien: zensierte Fälle. ∗: P<0,05; ∗∗: P<0,01.
Diese Patientinnen weisen eine mediane RFÜ Zeit nach Schätzer von 141 ± 40 (95%
KI: 62,3 zu 219,7) Monaten auf. Im Vergleich dazu zeigten Patientinnen mit entgegen-
gesetzter inverser Expressionsachse, d.h. einer ITIH50−9- / FoxM19−12-Expression, eine
mediane RFÜ Zeit nach Schätzer von 48 ± 17 (95% KI: 13,1 zu 82,9; P=0,006) Monaten
und Patientinnen mit einem doppelschwachen ITIH5-FoxM1-Proteinstatus (ITIH50−9 /
FoxM10−8) eine mediane RFÜ Zeit nach Schätzer von 83 ± 25 (95% KI: 32,3 zu 133,9;
P=0,027) Monaten. Dies entsprach damit einer Reduktion der medianen RFÜ-Zeit von
65.9% bzw. 41,1%. In Folge der geringen Anzahl von Patientinnen mit einem doppelstar-
ken ITIH5-FoxM1-Expressionsstatus (n=13) war eine zuverlässige univariate Analyse des
RFÜ nicht gewährleistet - allenfalls in den ersten 50 Monaten, in denen sich ebenfalls eine
im Vergleich zur inversen Expressionsachse ITIH512 / FoxM10−8 erhöhte Rezidivrate zeig-
te (Abb. 83). Unabhängig von einer ITIH5 assoziierten inversen Expression zeigte FoxM1
keinen signifikanten Einfluss auf das RFÜ von Mammakarzinom-Patientinnen (Abb. 83).
Diese Daten unterstreichen die physiologische und klinische Relevanz des in vitro und in
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vivo identifizierten Expressionsmodells. Eine anschließende multivariate Cox Regressions-
analyse diente zur Feststellung, ob der hier beobachtete univariate prognostische ITIH5-
FoxM1-Expression Faktor mit dem RFÜ von potentiellen Prognosefaktoren (Kovariaten)
des Mammakarzinoms unabhängig agieren könnte und damit einen eigenständigen pro-
gnostisch relevanten Informationsgewinn bietet.
Abbildung 83: Fehlenden prognostischen Qualität der ITIH5-FoxM1-Expression außerhalb
der inversen ITIH5-FoxM1-Expressionsachse. A) Obere Grafik : Erweiterte Illus-
tration der fehlenden prognostischen Qualität: RFÜ für Patientinnen mit starker ITIH5-,
starker FoxM1-Expression (ITIH512/FoxM19−12, orange Kurve) zeigt einen verkürzten
Verlauf - insbesondere während der ersten 50 Monate. Vertikale Linien: zensierte Fälle.
ns: P>0,05; ∗: P<0,05; ∗∗: P<0,01. Unterer Teil : Anzahl der einbezogenen Fälle je Grup-
pe zu unterschiedlichen Zeitpunkten (n0: Ausgangsanzahl; n50: Anzahl nach 50 Monate;
n100: Anzahl nach 100 Monate; n150: Anzahl nach 150 Monate) und den entsprechen-
den Rezidiv-Ereignissen zwischen diesen Zeitpunkten. B) Kaplan-Meier Darstellung der
fehlenden prognostischen Qualität einer FoxM1-Expression unabhängig einer ITIH5-
Expression für Brustkrebs-Patientinnen. Vertikale Linien: zensierte Fälle. ns: P>0,05.
Im vorliegenden Modell wurden alle Prognosefaktoren eingeschlossen, die im univaria-
ten Modell innerhalb eines Signifikanzniveaus von 20% zum RFÜ korrelierten (Mickey
und Greenland, 1989), d.h. neben der inversen ITIH5-FoxM1-Expression die Tumor-
größe (P=0,002), ein positiver Lymphknotenstatus (P<0,075), die Tumorgraduierung
(P=0,001), der Östrogen- (P=0,036) und Progesteronrezeptorstatus (P=0,041) sowie der
HER2 Status (P=0,075) (vgl. Tabelle 67). Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Tabelle
68 zusammengefasst. Die Analyse ergab ein gesteigertes Rezidivrisiko für Brustkrebs-
Patientinnen mit schwach-medianer ITIH5- (IRS=0-9) und starker FoxM1-Expression
(IRS=9-12) von 1,8 (95% KI: 0,834 zu 4,039, P=0.131) auch wenn die statistische Un-
abhängigkeit aufgrund der engen Assoziation zum Östrogenrezeptorstatus (Daten zu die-
ser Cox Regressions-Analyse sind nicht dargestellt) verfehlt wurde. Die Risikobewertung
mittels multivariatem Regressionsmodell gewährleistet jedoch keine Garantie akkurater
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Tabelle 67: Univariate Analyse prognostischer Faktoren sowie der ITIH5-FoxM1-Expression in Bezug
zum rezidivfreien Überleben (RFÜ)
RFÜ
Parameter na Ereignisse P-Wertb
ITIH5-FoxM1-
Expression
ITIH512- FoxM10−8 40 14
0,006
ITIH50−9- FoxM19−12 47 27
Alter bei Diagnose
<58 82 41
0,277
>58 83 46
Tumorgrößec
pT1-2 130 62
0,002
pT3-4 34 24
Lymphknotenstatusc
pN0 72 23
<0,001
pN1-3 88 59
Histologischer Gradd
G1-2 87 37
0,001
G3 78 50
Histologischer Typ
IDC 138 76
0,734
ILC 11 5
Andere 14 6
Östrogenrezeptor
Negativ (IRSe 0-2) 47 29
0,036
Positiv (IRSe 3-12) 90 42
Progesteronrezetor
Negativ (IRSe 0-2) 95 55
0,041
Positiv (IRSe 3-12) 46 17
HER2 Statusf
Negativ (0, 1+, 2+) 115 58
0,075
Positiv (3+) 28 12
aProben von Patientinnen mit einem primären, unilateralen, invasiven Mammakarzi-
nom. bLog-Rank Test mit zweiseitigem Signifikanzlevel von 0,05, Fettdruck: signifikante
P-Werte. cEntsprechend der TNM Klassifikation nach Sobin und Wittekind (Sobin und
Wittekind, 1997). dNach Bloom und Richardson und modifiziert durch Elston und Ellis
(Elston und Ellis, 1993). eImmunoreaktiver Wert (IRS) gemäß Remmele und Stegner
(Remmele und Stegner, 1987). fÜberexpression des ERBB2 Gens (Her-2/neu) wurde
entsprechend dem DAKO-Score IHC System diagnostiziert. Prozente können aufgrund
Rundung von 100% abweichen.
Ergebnisse und bedarf der Vermeidung einer “Überanpassung” (engl. Overfitting). Diese
wird bedingt durch ein verzerrtes EPV-Verhältnis, welches definiert ist als Anzahl der
Ereignisse (hier: Auftreten eines Rezidivs) dividiert durch die Anzahl der potentiellen
prognostischen Variablen (EPV). Während Harrell und Kollegen (1985) auf Basis von
Simulationsstudien vorschlagen, dass die Anzahl der Ereignisse mindestens 10-mal der
Anzahl prognostischer Variablen betragen soll (EPV ≥10) (Harrell et al., 1985), dekla-
rierten Vittinghoff und McCulloch (2006) einen EPV-Wert von 5 als ausreichend (Vitting-
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Tabelle 68: Multivariates Cox Regressionsmodell prognostischer Faktoren sowie der ITIH5-FoxM1-
Expression
95% KI
Variable HR P-Wert Untere
Grenze
Obere
Grenze
ITIH5-FoxM1-
Expression
ITIH512- FoxM10−8 1,000
ITIH50−9- FoxM19−12 1,836 0,131 0,834 4,039
Tumorgrößea
pT1-2 1,000
pT3-4 1,524 0,305 0,682 3,409
Lymphknotenstatusa
pN0 1,000
pN1-3 3,589 0,008 1,402 9.184
Histologischer Gradb
G1-2 1,000
G3 0,917 0,838 0,399 2,109
Östrogenrezeptor
Negativ (IRSc 0-2) 1,000
Positiv (IRSc 3-12) 0,499 0,070 0,235 1,057
Progesteronrezetor
Negativ (IRSc 0-2) 1,000
Positiv (IRSc 3-12) 0,770 0,640 0,257 2,307
HER2 Statusd
Negativ (0, 1+, 2+) 1,000
Positiv (3+) 1,065 0,876 0,484 2,341
aEntsprechend der TNM Klassifikation nach Sobin und Wittekind (Sobin und Wittekind, 1997).
bNach Bloom und Richardson und modifiziert durch Elston und Ellis (Elston und Ellis, 1993).
cImmunoreaktiver Wert (IRS) gemäß Remmele und Stegner (Remmele und Stegner, 1987).
dÜberexpression des ERBB2 Gens (Her-2/neu) wurde entsprechend dem DAKO-Score IHC System
diagnostiziert. Fettdruck: Signifikante P-Werte (<0.05). HR=Hazard Rate. KI= Konfidenzinter-
vall.
hoff und McCulloch, 2007). Auf Basis der in dieses uni- bzw. multivariate Statistikmodell
eingeflossenen kliniko-pathologischen Variablen (insgesamt neun: Alter, Tumorstadium,
Nodal-Status, histologischer Grad, histologischer Subtyp, Östrogenrezeptor- und Proges-
teronrezeptor zusätzlich zum ITIH5-FoxM1-Protein Status) betrug das Evidenz-Niveau
für das rezidivfreie Überleben in Bezug zur Expressionsachse ITIH512 / FoxM10−8 gegen-
über ITIH50−9 / FoxM19−12 EPV=4,6, gegenüber ITIH50−9 / FoxM10−8 EPV=5,6 und
gegenüber ITIH512 / FoxM19−12 EPV=2,7.
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4 Diskussion
4.1 Charakterisierung eines neuen DNA-Methylierungsbiomarker
Zwei-Gen-Panels zur Früherkennung von Harnblasenkarzino-
men
Eine zentrale Herausforderung hinsichtlich klinischer Fragestellungen für das humane
Harnblasenkarzinom ist die Entwicklung robuster, nicht-invasiver Früherkennungsmetho-
den zum Nachweis eines breiten Spektrums von Urothelkarzinomen. Zum einen kann eine
frühe Detektion des Harnblasenkarzinoms entscheidend zur Verbesserung der Therapie
und damit zur Prognose beitragen. Zum anderen ist eine fortwährende, engmaschige Über-
wachung der Patienten nach Erstdiagnose eines primären Urothelkarzinoms obligatorisch
(Bischoff und Clark, 2009); nicht zuletzt auch deshalb, weil über 70% der papillären Tu-
more rekurrieren und rund 50% der muskelinvasiven Karzinome bereits metastatische
Läsionen aufweisen (Sánchez-Carbayo und Cordon-Cardó, 2007). Dies birgt insofern eine
besondere Problematik, als dass zugleich Indikatoren für sich progredient entwickelnde
Tumore fehlen. Immerhin gehen in ca. 15% der Fälle aus ehemalig risikoarmen, papillären
Tumoren nach Tumor-Neubildungen invasive high-grade Karzinome hervor (Schulz, 2006).
Derzeit stellt die Urethrozystoskopie das Standardverfahren zur Detektion des Harnbla-
senkarzinoms dar. Obschon diese Methodik eine in vielen Fällen passable diagnostische
Genauigkeit (78-100%) und Detektionsstärke (12-85%) aufweist (Proctor, Stoeber und
Williams, 2010), hat der operative Eingriff hohe Kosten, Unannehmlichkeiten und Mor-
biditätsrisiken für den Patienten zur Folge (Botteman et al., 2003; Bischoff und Clark,
2009). Nach aktuellen Schätzungen belaufen sich die Kosten vom Zeitpunkt der Diagnose
bis zum Versterben des Patienten zwischen 90.000 und 200.000 US Dollar pro Patient und
verursachten z.B. in den USA im Jahr 2006 geschätzte Kosten von mehr als 200 Millio-
nen US Dollar (Sievert et al., 2009). Die ergänzende kostengünstigere Urinzytologie, d.h.
die mikroskopische Begutachtung von Urinsedimenten durch einen Operator, mangelt es
dagegen an Sensitivität, insbesondere in der Gruppe der häufig rekurrierenden papillären
Tumore. Infolgedessen bietet die Zytologie keine robuste, adäquate Alternative für die
Karzinomdetektion. Dieser Sachverhalt wird nochmals aufgrund der fehlenden objektiven
Befundung verschärft und führt zu schwankenden Sensitivitätsraten zwischen 12 und 85%
(Proctor, Stoeber und Williams, 2010).
Es bedarf demzufolge, sowohl aus Patienten- als auch aus ökonomischer Sicht, der Ent-
wicklung neuer nicht-invasiver Detektionsverfahren zur Früherkennung eines breiten Spek-
trums von Harnblasenkarzinomen. In den letzten Jahren richtet sich der Fokus zur Ent-
wicklung nicht-invasiver Detektionsverfahren zunehmend auf krankheitsspezifische biolo-
gische Marker, die sogenannte Biomarker, wie z.B. Nukleinsäuren oder Proteine (Schmitz,
2008). Hierbei erweist sich der Urin, aufgrund seiner physiologischen Nähe zu sich ent-
172 Diskussion
wickelnden Urothelkarzinomen, für eine Detektion biologischer Stoffklassen, sogenannten
Biomarkern, auf Basis abgelöster maligner Urothelzellen im Urinsediment als besonders
potent (Chung et al., 2011). Inzwischen existieren eine Vielzahl, teils kommerziell erhält-
licher urinbasierter Biomarkertests, die jedoch meist eine unzureichende Spezifität bzw.
Sensitivität aufweisen (z.B. BTA-Trakr) oder eine zugleich kostengünstige Handhabung,
wie z.B. der Urovysionr Test, verfehlen (Tilborg, Bangma und Zwarthoff, 2009).
Dementgegen zeigen Publikationen der letzten Jahre, dass die Nutzung von DNA-
Methylierungsbiomarkern entscheidend zur Verbesserung der Früherkennung von Harn-
blasenkrebs beitragen könnte (Laird, 2003; Kim und Kim, 2009). In diesem Kontext wird
insbesondere der DNA-Hypermethylierung CpG-reicher Promotorregionen von Tumor-
suppressorgenen (TSG) ein enormes Potential zugesprochen (Jones und Baylin, 2002),
bedingt der Zugewinn an Signal (engl. gain-of-signal) in Form eines aberranten Methylie-
rungsereignisses doch eine hohe klinische Sensitivität und Spezifität (Kagan et al., 2007;
Issa, 2008). Von zentraler Bedeutung ist überdies, dass diese Modifikation früh in der
Tumorgenese stattfindet und mithin eine mögliche Diagnose innerhalb der präklinischen
Phase der Erkrankung gewährleistet, in der noch keine Symptomatik vorliegt. Dieser
Sachverhalt gilt als Voraussetzung für die Steigerung der Vorlaufzeit zur therapieopti-
mierten Behandlung des Patienten und definiert den Nutzen des entsprechenden Tests
(Spix et al., 2003). Dabei kommt den zugrundeliegenden molekularbiologischen Techni-
ken zum Nachweis der DNA-Methylierung die Stabilität der modifizierten Nukleinsäure
zugute, die eine Amplifikation von kleinsten Mengen der zu analysierenden Aberration
zuverlässig in archiviertem Probenmaterial wie z.B. Körperflüssigkeiten ermöglicht (Ka-
gan et al., 2007). Bereits vor zehn Jahren beschrieben erste Studien den Nachweis von
Harnblasenkarzinomen anhand einer Urinproben mittels der kombinierten Anwendung
verschiedener methylierter Genloci (Chan et al., 2002). Dennoch verfehlten diese Studien
seither meist eine Kombination einer zugleich hohen Spezifität und Sensitivität bzw. ei-
ner handhabbaren Zahl von Biomarkereinzelkandidaten (Friedrich et al., 2004; Yu et al.,
2007; Kim und Kim, 2009; Chung et al., 2011). Und obschon in den letzten Jahren aus-
sichtsreiche Biomarkerkandidaten, wie Vimentin oder NID2, in Studien publiziert wurden
(Renard et al., 2010; Costa et al., 2010), haben es noch keine Marker in die Anwendung
der Harnblasenkarzinom-Früherkennung geschafft (Sanchez-Carbayo, 2012). Der Bedarf
und die Notwenigkeit, neue potentielle Biomarker zur Früherkennung eines breiten Spek-
trums von Harnblasenkarzinomen zu entwickeln, ist daher von enormer Bedeutung.
In diesem Kontext sollten in der vorliegenden Arbeit neue DNA-Methylierungsbio-
markerkandidaten identifiziert und auf Basis eines mehrstufigen, selektiven und strategi-
schen Validierungsmodell sukzessive charakterisiert werden. Die Auswahl der potentiellen
Kandidatengene fußte hierbei auf dem postulierten Dogma einer kausalen Assoziation
zwischen dem Verlust der Gentranskription und der DNA-Hypermethylierung in regula-
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tiven Bereichen des entsprechenden Genpromotors im Zuge der Tumorgenese (Jones und
Baylin, 2002; Laird, 2003). Herangezogen wurden diesbezüglich u.a. Expressionsdaten ei-
nes DNA-Microarrays aus einem Kooperationsprojekt (Wild et al., 2005), die von Dahl
et al. (unveröffentlicht) zu diesem Zweck bioinformatisch neu ausgewertet wurden. Auf
Basis dieses “Kandidatengenansatzes” konnten 29 potentielle Kandidatengene identifiziert
werden, die in mindestens einem Subtyp des Urothelkarzinoms signifikant herabreguliert
vorlagen. Zugleich mussten diese eine nach Takai und Jones (Takai und Jones, 2002) de-
finierte CpG-Insel innerhalb der Promotorregion aufweisen. Dieser Minimalanforderung
folgend wurden geeignete Genloci, d.h. möglichst unmittelbar vor dem Transkriptionsstart
gelegene DNA-Sequenzen mit einem hohen Anteil an CpG-Dinukleotiden, auf aberrante
Methylierung getestet. Ein adäquates Modell für diesen Screening-Ansatz bieten in die-
sem Zusammenhang humane Harnblasenkarzinomzelllinien (Renard et al., 2010), die aus
soliden Tumoren stammend für die Zellkultur etabliert wurden, somit spezielle Tumor-
subtypen reflektieren (Masters et al., 1986; Hatina et al., 2008). Zwecks Handhabung
erfolgte der Nachweis eines methylierten Locus der 29 Kandidatengene in dieser Phase
mittels kostengünstiger und hochdurchsatzfähiger methylierungsspezifischen PCR (MSP)
(Renard et al., 2010). Lediglich auf Methylierung positiv getestete Genloci wurden für
die weiteren Validierungschritte herangezogen. Hierbei reichte der positive Nachweis einer
Methylierung in einem der beiden durch die Zelllinien RT4, RT112 und J82 repräsen-
tierten papillären oder invasiven Tumorsubtypen aus - obschon den Kandidaten, die in
mehreren Tumorzelllinien methyliert vorlagen, ein gewisses Maß an gesteigertem Potential
zur Detektion beider Harnblasenkarzinomsubtypen zugedacht wurde. Die Prävalenz eines
methylierten Genlocus trägt in diesem Zusammenhang entscheidend zur klinischen Sensi-
tivität eines Biomarkers bei (Laird, 2003). Ausgehend von den 29 Kandidatengenen wiesen
schließlich die folgenden zehn Gene mindestens ein Methylierungssignal auf: ST6GAL1,
NTN4, FHL1, SFRP5, OASIS, ITIH5, RAD26L, TIMP2, PLAGL1 und ECRG4. Die
Genloci NTN4, TIMP2 und ITIH5 zeigten diesbezüglich unabhängig vom Subtyp einen
methylierten Promotorbereich. Daraus ableitend wurden diese Genloci als aussichtsreiche
Kandidaten für die Früherkennung eines breiten Spektrums von Harnblasenkarzinomen
für diese Studie ausgewählt, um anschließend an Tumorgeweben auf Methylierung getestet
zu werden, während weitere potentielle Kandidatengene, wie z.B. ECRG4, in unabhängi-
gen, teils unveröffentlichten wissenschaftlichen Studien bearbeitet wurden (Antony et al.,
2010; Schubert, 2012).
Die anschließende Validierung der Genloci am Gewebe unterschiedlicher Tumorstadien
gilt als geeigneter Ansatz für die Selektion von sensitiven Biomarkern für die Frühdiagno-
stik (Laird, 2003). Über den Methylierungsstatus der drei ausgewählten Kandidatengene
NTN4 (Netrin-4), TIMP2 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 2) und ITIH5 (Inter-
α-Trypsin Inhibitor Heavy Chain 5), die allesamt für sezernierte ECM-Proteine kodieren
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(Gomez et al., 1997; Himmelfarb et al., 2004; Hu et al., 2012), lagen zum Zeitpunkt des
Studienbeginns in der Literatur keine Hinweise vor. Lediglich für TIMP2 ließ sich eine
potentielle Rolle als putativer Proteinbiomarker für die Detektion des Harnblasenkarzi-
noms mittels Urinproben aus dem Jahr 2007 finden (Eissa et al., 2007), die sich aus einer
stark reduzierten TIMP2-Proteinkonzentration im Urin maligner Tumore im Vergleich
zu einer gesunden Kontrollgruppe ergab. Hier erreichte der TIMP2-Proteinbiomarker ei-
ne Sensitivität von 92% bei einer zugleich inadäquaten Spezifität von 68% (Eissa et al.,
2007). Dies spiegelt die Problematik insbesondere von proteinbasierten Biomarker wider,
deren Expression in einer Vielzahl von Geweben erfolgt und mithin eine eindeutige Zuwei-
sung einer Tumorspezifität deutlich erschweren kann. Diese fundamentale Voraussetzung
galt es im Rahmen dieser Studie für die Nutzbarkeit der evaluierten putativen DNA-
Methylierungsbiomarker zu berücksichtigen. Dies erforderte zunächst einen unmethylier-
ten Zustand des zu analysierenden Bereichs der drei Kandidatengene NTN4, TIMP2 und
ITIH5 im ursprünglichen Normalgewebe zu bestätigen, um im Gegenzug dem jeweiligen
Locus ein tumorspezifisches Methylierungsereignis zuweisen zu können (Renard et al.,
2010). Hierzu wurde der Methylierungsstatus mittels MSP an einer Tumorgewebekohor-
te, bestehend aus mikrodissektierten, primären Urothelkarzinomen des papillären sowie
invasiven Subtyps korrespondierend zu einer Kontrollkohorte (tumorangrenzendes Nor-
malurothel), bestimmt. Auf Basis dieser retrospektiven Analysen konnte mit hoher Wahr-
scheinlichkeit der Nachweis für eine tumorspezifische aberrante Methylierung, die erst im
Verlauf der Tumorgenese erfolgt, für alle drei Genloci erbracht werden. Die tumorassozi-
ierten Methylierungsfrequenzen ließen zudem weitere Rückschlüsse auf das Potential der
Kandidaten zu. Während NTN4 in lediglich 32,5% und TIMP2 in 44,1% der Urothelkar-
zinome einen methylierten Promotor zeigten, erwies sich ITIH5 mit einem hochfrequenten
Methylierungsanteil von nahezu insgesamt 59% als aussichtsreichster Kandidat. Der Anteil
eines methylierten ITIH5 -Promotors von 50% in der Kategorie der gering-progredienten
low grade Karzinome verwies zudem auf ein bereits frühes und häufiges Ereignis. In die-
ser klinisch relevanten Gruppe verfehlten dementgegen NTN4 mit 4,8% und TIMP2 mit
24,0% das Erreichen einer für die Früherkennung adäquaten Detektionsstärke. Vielmehr
impliziert die statistisch enge Korrelation einer Methylierung beider Genloci mit progre-
dienten Urothelkarzinomen eine potentiell prognostische Information. Dies ist aber nicht
das primäre Ziel des Früherkennungspanels. Aufschlussreich war dennoch, dass innerhalb
der Pathogenese des invasiven Urothelkarzinoms alle drei Genloci Methylierungsereignis-
se in den frühen Vorläuferläsionen CIS erkennen ließen. Daraus kann konstatiert werden,
dass ein Potential für die Detektion von high grade Karzinomen in einer frühen präklini-
schen Phase besteht. Aus klinischer Sicht birgt die Detektion initial entstehender Tumore
eine Möglichkeit zur signifikanten Verbesserung der Therapieoptionen (Schulz, 2006; Kim
und Kim, 2009) und mitunter zur Verringerung der Mortalität dieser Erkrankung.
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Aufbauend auf den Erkenntnissen der ersten Validierungsstufe konnte die Verifizie-
rung der Methylierungsfrequenzen der Kandidaten-Genloci NTN4, TIMP2 und ITIH5 in
präoperativen Urinproben von Harnblasenkarzinom-Patienten Aufschluss über einen mög-
lichen nicht-invasiven Nutzen für die Früherkennung geben. Diesbezüglich erwies sich eine
Eignung des Kandidatengens NTN4 für die Früherkennung in Folge einer mangelnden
analytischen Sensitivität als unzureichend. Der Anteil Richtig-Positiv erkannter Tumore
betrug 0%. Dem zuwider erzielten die Kandidatengene TIMP2 und ITIH5 eine Sensitivi-
tät von 38,1% bzw. 43,4%. Obschon auch hier die Methylierungsfrequenz unter den Werten
der Gewebeanalytik blieb, zeigte eine kumulative Kombination beider Loci auf Basis der
MSP-Technik eine Detektionsstärke von 63,4%. Eine signifikante Assoziation zur Gradu-
ierung der Tumore konnte in dieser Kohorte nicht nachvollzogen werden. Dieses Ergebnis
ist als positiv zu werten, da keine Präferenz speziell für Subklassen existiert und somit
die Detektion auch frühester Tumorstadien möglich bleiben sollte. Zugleich war von Be-
deutung, dass die Spezifität beider Kandidatengene in einem Kontrollkollektiv, bestehend
aus Urinproben von Patienten ohne maligne Erkrankung, 100% betrug. Demzufolge wurde
keiner der gesunden Patienten über die entsprechende Urinprobe fälschlicherweise als po-
sitiv deklariert. Dies impliziert, dass abgeschilferte Urothel- oder entzündungsassoziierte
Zellen im Urin nicht zu einer Kontamination beitragen und untermauern die Eignung des
Urinsediments für die diagnostische Nutzung (Kim und Kim, 2009). Hier liegt der Vor-
teil insbesondere gegenüber freizirkulierender DNA, die für die Methylierungs-Analytik
ebenso zur Verfügung stünde, auf der Hand, werden doch ausschließlich urogenitale Al-
terationen in die Analyse einbezogen. In Anbetracht der beschriebenen altersabhängigen
Unterschiede im DNA-Methylom, d.h. aller DNA-Methylierungen im Genom (z.B. Heyn
et al., 2012), zeigten die Methylierungsanalysen der Genloci TIMP2 und ITIH5 ein al-
tersunabhängiges Verhalten. Dieser Sachverhalt gewann soweit an Bedeutung als dass der
definierte Vergleichsstandard Vimentin, ein kürzlich beschriebener aussichtsreicher DNA-
Methylierungsbiomarkerkandidat (Costa et al., 2010), in der selben Kontrollkohorte eine
reduzierte Spezifität von nur 88,2% aufwies. Demzufolge bedingt Vimentin im Vergleich
zu TIMP2 und ITIH5 eine erhöhte Falsch-Positiv Rate und bestärkt im Gegenzug die
klinische Relevanz aller hier validierten Biomarkerkandidaten.
Das Potential der beiden Kandidatengene TIMP2 und ITIH5 konnte im Folgen-
den durch Einführung einer quantitativen Methylierungsanalytik, der Pyrosequenzierung,
nochmals gesteigert werden. Die Wahl der Pyrosequenierung lag darin begründet, dass
diese Methode den Vorteil bietet, einen großen Sequenzbereich quantitativ zu erfassen
und mithin eine CpG-Region mit größtmöglicher Biomarker-Relevanz ausfindig zu ma-
chen (Kagan et al., 2007). Diese Information kann dazu genutzt werden, kurze distinkte
Sequenzabschnitte für die Entwicklung eines robusten und effizienten Test heranzuziehen.
Überdies ist eine quantitative Methodik die Voraussetzung für eine klinische Anwendung,
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d.h. einer objektiven Diagnostik, die unabhängig von der Tagesform eines Operators erfol-
gen kann (Kagan et al., 2007). Auf Basis dieser Technik sowie einer statistischen Kalku-
lation mittels der für diesen Zweck geeigneten ROC (Receiver Operating Characteristics)
-Analyse (Laird, 2003) konnten Schwellenwerte definiert werden, die eine stringente Spezi-
fität von 100% gewährleisten. In Abhängigkeit dieser zeigte der TIMP2 -Locus, der sieben
CpG-Dinukleotide erfasste, eine Sensitivität von 58,3%, wohingegen der ITIH5 -Locus,
bestehend aus neun CpGs, sogar 66,7% Sensitivität erzielte. Zwecks Vergleichbarkeit der
Methylierungsergebnisse beider Methoden leitete sich die Auswahl der Zielregion für den
quantitativen Pyrosequenzierungs-Test aus den Sequenzen der MSP-basierten Untersu-
chungen ab, deren Äquivalenz mittels statistischer Korrelationsanalyse sichergestellt wer-
den konnte.
In dieser Validierungsphase galt es nun die bestmögliche Panelkonstellation zu defi-
nieren. Mit dem Ziel einer Sensitivitätssteigerung fand das Kandidatengen ECRG4, wel-
ches in einer parallelen Studie als potenter Kandidat bestimmt wurde, zusätzlich Berück-
sichtigung. ECRG4 (Esophageal Cancer Related Gene 4 ) wurde bereits in unterschiedli-
chen Tumorentitäten als putatives Tumorsuppressorgen beschrieben, das im Verlauf der
Tumorgenese von z.B. des Kolonkarzinoms oder des Glioms durch Promotormethylie-
rung inaktiviert wird (Götze et al., 2009). Eine ECRG4-Expression konnte überdies in
vitro und in vivo mit einer Inhibierung progressiver Tumoreigenschaften sowie ex vi-
vo mit einem guten prognostischen Verlauf von Ösophaguskarzinom-Patienten assoziiert
werden (Li et al., 2009). Zugleich wurde kürzlich eine mögliche Bedeutung der aber-
ranten ECRG4 -Promotorhypermethylierung für die Früherkennung des Magenkarzinoms
beschrieben (Wang und Ba, 2012), wohingegen aber für das Harnblasenkarzinom bis heute
keine Informationen vorlagen. Eine Analyse aller Panelkonstellationen zeigte sowohl auf
Basis der Einzelauswertung (eine Patientenprobe galt als positiv getestet, wenn mindes-
tens einer der Genloci TIMP2, ITIH5 oder ECRG4 methyliert vorlag) als auch in der
Verrechnung der medianen Methylierungsfrequenzen der Genloci, dass die größtmögliche
kumulativen Fähigkeit zwischen “Tumor” und “Normal” zu diskriminieren in der kombi-
nierten Anwendung aus ITIH5 und ECRG4 bestand. Dementgegen erwies sich der hohe
Schwellenwert des TIMP2 -Kandidaten, d.h. die hohe Methylierungsfrequenz in den Kon-
trollurinen, für die Gewährleistung einer hohen Spezifität als limitierender Faktor für eine
Integration in das “Früherkennungs-Panel”.
Die klinische Sensitivität eines DNA-Methylierungsbiomarkers ist von einer Vielzahl
von Parametern abhängig, wie z.B. der Prävalenz der Methylierung im Tumor, auf die
kein Einfluss ausgeübt werden kann (Kagan et al., 2007), wohingegen die analytische
Sensitivität als kritischer Faktor einem optimal kalibrierten Test unterliegt (Laird, 2003).
Dies setzte eine Optimierung der zugrundeliegenden Assays des ECRG4 -ITIH5 -Panels an
einer unabhängigen Urin-Kohorte hinsichtlich der “Lage”, d.h. des Biomarker-Potentials
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einzelner CpG-Dinukleotide, voraus. In diesem Kontext deckten die quantitativen Pyro-
sequenzierungs-Daten ein heterogenes Methylierungsmuster in den analysierten Genloci
ECRG4 und ITIH5 auf. Diese ließen darauf schließen, dass nicht jede CpG-Einheit des
jeweils analysierten Areals als Biomarker gleichermaßen geeignet sein musste, um zwi-
schen gesunden Patienten und jenen mit maligner Erkrankung zu unterscheiden. Bra-
kensiek und Kollegen konnten in diesem Zusammenhang bereits zeigen, dass in einer
distinkten Methylierungskonfiguration der Promotorregionen möglicherweise unterschied-
liche prädiktive und prognostische Informationen kodiert sein könnten (Brakensiek et al.,
2007). In Bezug auf den hier zu evaluierenden Früherkennungstest galt es die CpGs auf
die Effizienz ihrer Diskriminierungsstärke zu testen. Daher wurden unterschiedliche Se-
quenzareale von ITIH5 und ECRG4 mittels ROC-Analysen analysiert. Hierbei erwiesen
sich die CpG-Dinukleotide 15-23 des ECRG4 -Locus als ineffizient. Während unter Be-
rücksichtigung einer stringenten Trennschärfe von 100% Spezifität das Maß der Richtig-
Positiv Rate des logistischen Regressionsmodells ROC 45,2% betrug, verwies eine verfehlte
statistische Signifikanz in Kombination mit einem AUC (Area Under Curve) von 0,668
auf eine inakzeptable Güte des Tests. Dahingegen zeigten die CpG-Einheiten 1-14 des
ECRG4 -Locus mit einer AUC von 0,917 sowie einer Detektionsstärke von 64,3% bei ei-
ner Spezifität von 100% eine außerordentliche Effizienz. Von Bedeutung war, dass darüber
hinaus sowohl innerhalb des ECRG4 als auch des ITIH5 -Locus distinkte CpGs (sogenann-
te “best-CpGs”) identifiziert wurden, die ein besonders hohes Diskriminierungspotential
beherbergen könnten. Obschon die Effizienz der Einzelbiomarker-Tests auf Basis dieser
“best-CpGs” nochmals gesteigert werden konnte, erbrachten diese speziellen Promotorse-
quenzen zu diesem Zeitpunkt keine Optimierung der kombinierten Detektionsstärke des
ECRG4 -ITIH5 -Biomarker Panels.
Ungeachtet dessen konnte die Effizienz des “Zwei-Gen-Panels”, bestehend aus ECRG4
und ITIH5, abschließend an einer unabhängigen Urin-Kohorte als potentieller Biomarker
für die Früherkennung von Harnblasenkarzinomen mit hoher Sensitivität sowie exzellen-
ter Genauigkeit verifiziert werden. Die kumulative Anwendung beider Genloci als “Panel”
erzielte bei vorgegebener Spezifität von 100% eine Sensitivität von 83,9%, die basierend
auf einer AUC von 0,924 (P<0,0001) auf eine hochsignifikante Güte des Tests verwies.
Bemerkenswerterweise konnten demnach bei stabiler Richtig-Positiv Rate alle Kontroll-
Patienten als Richtig-Negativ erkannt werden, unter welchen sich auch solche mit akuter
oder chronischer Zystitis befanden. Dies spiegelte sich im positiven (prädiktiven) Vor-
hersagewert (PPV) wider, d.h. der Wahrscheinlichkeit des Patienten bei Positivität des
Tests auch an einem Tumor erkrankt zu sein, der mit 100% möglicherweise unnötige Pro-
zeduren bei nicht an Krebs erkrankten Patienten deutlich reduzieren könnte. Zugleich
verweist der negative (prädiktive) Vorhersagewert (NPV), d.h. die Wahrscheinlichkeit des
Patienten bei Negativität des Tests nicht an einem Tumor erkrankt zu sein, von 75,0% auf
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ein mögliches, adäquates Instrument innerhalb von Hochrisiko-Patienten bzw. solchen mit
bereits vorliegenden Symptomen. Diese Fälle beziehen sich demzufolge aber auf Patienten
in einer späten präklinischen Phase, die von einem Screening Test ohnehin nur noch mar-
ginal profitieren würden (Spix et al., 2003). Unter diesem Gesichtspunkt ist die stabile
Sensitivität des ECRG4 -ITIH5 -Panels in der Patientengruppe mit pTa low grade Uro-
thelkarzinomen von außerordentlicher klinischer Signifikanz. Die hier erzielten Ergebnisse
von 89,9% Sensitivität bei 100% Spezifität und einer AUC von 0,978 (p<0,0001) lassen in
dieser diagnostisch relevanten Gruppe sogar einen Effizienz-Vorsprung gegenüber dem von
Renard und Kollegen beschriebenen TWIST1 -NID2 -Biomarker Panel (80-88%) erkennen
(Renard et al., 2010). Demzufolge ist das ECRG4 -ITIH5 -DNA-Methylierungsbiomarker
Panel im Vergleich zu bisher publizierten Biomarkerkandidaten in Bezug auf eine Eignung
für die Früherkennung als vielversprechend zu bewerten. Mit nur zwei Einzelbiomarkern
werden hier Sensitivitätsraten erzielt, die vergleichbar mit “Multi-Gen-Paneln” sind (≥5
Einzelmarker), bei zugleich signifikant gesteigerter Spezifität (Friedrich et al., 2004; Yu
et al., 2007; Chung et al., 2011). In diesem Kontext wird ersichtlich, dass eine erhöhte
Anzahl beteiligter Einzelbiomarker in einem Früherkennungs-Test nicht unbedingt för-
derlich ist. In Anbetracht der Tatsache, dass ein Methylierungsereignis sowohl mit frühen
entzündlichen als auch mit altersassoziierten Prozessen korrelieren kann (Stenvinkel et
al., 2007; Heyn et al., 2012) steigt die Wahrscheinlichkeit eines Spezifitätsverlust mit zu-
nehmender Gen-Anzahl. Unter diesem Gesichtspunkt liegt eine besondere Schwierigkeit
in der Abgrenzung zu anderen Tumorentitäten, da frühe und häufig methylierte Genloci
sich meist von TSG Promotorregionen ableiten, die in unterschiedlichen Karzinogenesen
eine Rolle spielen (Esteller, 2008). Dieser Effekt macht sich auch im geringen Spezifitäts-
verlust des ECRG4 -ITIH5 -Panels gegenüber Prostatakarzinomen bemerkbar, reiht sich
aber diesbezüglich in die Liste bereits publizierter, aussichtsreicher Biomarker, wie z.B.
des GDF15 -TMEFF2 -VIM -Panels (Costa et al., 2010), ein. Dennoch zeigen die Ergebnis-
se für das ECRG4 -ITIH5 -DNA-Methylierungsbiomarker Panel eine großes Potential als
nicht-invasiver Test für die Früherkennung von urologischen, malignen Erkrankungen, er-
gänzend zu aktuellen Routineverfahren wie der Zystoskopie, Anwendung finden zu können.
Schlussfolgerung:
Auf Basis eines mehrstufigen Validierungsmodells ist es gelungen, zwei neue, putati-
ve DNA-Methylierungsbiomarker, ECRG4 und ITIH5, zu charakterisieren, die in einer
kombinierten Anwendung ein großes Potential aufweisen, Harnblasenkarzinome mit ho-
her Sensitivität und Spezifität in einer frühen Phase der Entwicklung zu detektieren.
Daraus kann geschlossen werden, dass die Kombination aus ITIH5 und ECRG4 einen
klinisch wertvollen Beitrag zur Identifizierung diagnostischer Marker im Harnblasenkar-
zinom darstellen könnte. Dies gilt im Besonderen, wenn die erzielten Detektionsstärken
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mit den derzeitigen diagnostischen, nicht-invasiven Routineverfahren verglichen werden.
Dem Einzug in die angewandte Routinediagnostik stehen jedoch noch umfangreiche, re-
trospektive Validierungsstudien bevor, in der es die Probenzahl weiter auszubauen gilt,
um die Bedingung für daran anknüpfende prospektive Studien zu schaffen.
4.2 Biologische Relevanz der ITIH5-Inaktivierung für die Entste-
hung und Progression humaner Harnblasenkarzinome
Die Problematik bei der Früherkennung von low grade Urothelkarzinomen wäre nahe-
zu irrelevant, bestünde nicht die Gefahr sich progredient entwickelnder Tumore. Un-
ter diesem Gesichtspunkt täuscht die statistische Erhebung der Mortalistätsrate aller
Harnblasenkarzinom-Patienten, wird diesbezüglich doch lediglich die Gesamtzahl aller Er-
krankten betrachtet. So versterben mehr als die Hälfte aller Patienten mit einem high grade
Karzinom innerhalb der ersten zwei Jahre (Knowles, 2006). Trotz der zahlreichen moleku-
larbiologischen Unterschiede beider Wachstumsformen kann auch der papilläre Subtyp des
Urothelkarzinoms einen invasiven Phänotyp entwickeln (Kaufman, Shipley und Feldman,
2009). Das Verständnis der hier zugrundeliegende Mechanismen, die eine Progression des
papillären Tumors fördern, ist von großer Bedeutung aber noch unzureichend verstanden.
Es fehlt an Schlüsselmolekülen, die früh in der Tumorgenese progressive Eigenschaften
prädisponieren können. In diesem Kontext zeigte ITIH5 im Rahmen der Biomarkerstudie
mit hoher Wahrscheinlichkeit eine tumorspezifische Methylierung bereits in einer erhöh-
ten Frequenz innerhalb der low grade Karzinome. In Anbetracht der Tatsache, dass die
DNA-Methylierung innerhalb des ITIH5 -Promotorbereichs erfolgte, dessen epigenetische
Konfiguration im Mammakarzinom als molekulare Ursache für den Verlust der Expres-
sion mit prognostischer Relevanz identifiziert werden konnte (Veeck et al., 2008b), lag
die Vermutung einer Inaktivierung und somit einer putativen tumorrelevanten Rolle des
ITIH5 -Gens für das Harnblasenkarzinom nahe. Diese Hypothese leitete sich dabei nicht
nur aus den vorliegenden Arbeiten der Biomarkerstudie ab, sondern lag auch in Publi-
kationen verwandter Moleküle der ITIH Familie begründet, deren Inaktivierung meist
mit einer Tumorprogression assoziiert war (Paris et al., 2002; Zhuo, Hascall und Kimata,
2004). Ziel war es, mögliche Auswirkungen der Methylierung des ITIH5 -Promotors auf
die Tumorgenese und Progression des Harnblasenkarzinoms, insbesondere für den papillä-
ren Subtyp, zu evaluieren. Zugleich sollten über das diagnostische Potential hinaus erste
Informationen zu einer möglichen prognostische Qualität des ECRG4 -ITIH5 -Biomaker
Panels gewonnen werden.
Zu Beginn dieser Arbeit war über die Expression des ITIH5 -Gens im gesunden Urothel
und seine Bedeutung für die Tumorgenese sowie die Progression des humanen Urothelkar-
zinoms noch nichts bekannt. Initial durchgeführte RNA-Expressionsanalysen belegten eine
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starke ITIH5 -mRNA-Expression in normalem, mikrodissektiertem Urothelgewebe. Dem-
entgegen konnte ein signifikanter ITIH5 -Expressionsverlust in invasiven Urothelkarzino-
men nachgewiesen werden. Diese Daten stehen im Einklang mit einem kürzlich von Lu und
Kollegen beschriebenen Verlust der ITIH5 -mRNA im humanen Harnblasenkarzinomen,
der auf Ergebnissen von Expressionsprofil-Analysen beruht (Lu et al., 2010b). Auf Basis
dieses Befunds wurde eine detaillierte Charakterisierung der ITIH5-Proteinexpression im
Urothel der Harnblase vorgenommen. Das Expressionsmuster deckte sich mit den ITIH5 -
mRNA-Expressionsdaten und verweist auf eine stark epitheliale ITIH5-Proteinexpression
wie bereits für andere Gewebe beschrieben (Himmelfarb et al., 2004). Aufschlussreich war
zudem, dass insbesondere gut differenzierte Zellen der Superfizialschicht, die als Kenn-
zeichen normalen Urothels gelten (Jost, Gosling und Dixon, 1989), einen meist erhöhten
Anteil des ITIH5-Proteins zeigten. Eine spezielle Funktion dieser obersten epithelialen
Zellschicht ist eine permeable Abschirmung des Epithels vor Einflüssen des Urins (Hicks,
1975). Dieser Eigenschaft entsprechend verfügen ausschließlich die superfiziellen Zellen in-
nerhalb des Urothels über charakteristische Tight Junction Zell-Zellverbindungen (Jost,
Gosling und Dixon, 1989), die eine enge Verknüpfung der Zellen und die Homöostae des
Gewebes bewirken. In diesem Kontext ist von Interesse, dass ITIH5 kürzlich als stark
exprimiertes Molekül in murinen Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke, die sich durch
zahlreiche Zell-Zellverbindungen auszeichnen und ebenfalls eine permeable Prüffunktion
gewährleisten, beschrieben wurde (Daneman et al., 2010).
Entgegen der hohen Expression des ITIH5-Proteins im Urothel, konnte in 65% der Uro-
thelkarzinome eine hochsignifikante Herabregulation der ITIH5-Proteinexpression nach-
gewiesen werden. Bis heute wurde innerhalb einer umfassenden Studie ein tumorspezifi-
scher Verlust des ITIH5-Proteins lediglich in den epithelialen Strukturen der Brustdrüse
gezeigt (Veeck et al., 2008b). Demzufolge belegen die hier durchgeführten Expressions-
studien erstmalig eine Inaktivierung von ITIH5 sowohl auf Transkriptions- als auch auf
Translationsebene im humanen Urothelkarzinom. Von Relevanz ist, dass der Grad des
ITIH5-Protein Verlusts im Urothelkarzinom in Abhängigkeit vom Subtyp und demzufol-
ge mit der Tumorgradierung statistisch signifikant korrelierte. Die Prävalenz des ITIH5-
Verlusts lag dabei in der Gruppe der invasiven, high grade Tumore, doch wiesen bereits
die gering-progredienten low grade Tumore eine Herabregulation auf. Dies impliziert eine
mögliche progressionsassoziierte Funktion des ITIH5-Moleküls und mithin eine Funktion,
die bereits im papillären Subtyp eine Rolle spielen könnte. Interessanterweise beschrieben
Pita und Kollegen eine progressionsassoziierten Verlust der ITIH5 -mRNA-Expression im
Zuge des Schilddrüsenkrebs, der mit einem schlecht differenzierten Tumorstadium korre-
lierte (Pita et al., 2009).
In Anbetracht des signifikanten Expressionsverlusts von ITIH5 im humanen Uro-
thelkarzinom und der tumorspezifischen Promotorhypermethylierung des ITIH5 -Gens,
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die im Rahmen der Biomarkerstudie verifiziert werden konnte, galt es dieses epigenetische
Ereignis als verantwortlichen molekularen Regulationsmechanismus zu untersuchen. Bis
heute sind eine Reihe von bekannten Tumorgenen, insbesondere potentielle Tumorsup-
pressorgene, identifiziert worden, die im Laufe der Tumorgenese über aberrante DNA-
Methylierung im Genpromotor inaktiviert werden (Esteller und Herman, 2002; Baylin
und Ohm, 2006). Ausgehend vom Zellkulturmodell, wurde initial der qualitative Methy-
lierungsstatus des ITIH5 -Promotors in den Harnblasenzelllinien UROtsa, RT112, J82,
EJ28 und KK47 quantitativ unter Einsatz der Pyrosequenzierung bestätigt. Die massive
Methylierung der neun analysierten CpG-Dinukleotide innerhalb des ITIH5 -Promotors
korrelierte mit einer signifikanten Repression der ITIH5 -mRNA-Expression im direk-
ten Vergleich zum Normalurothelgewebe. Dementgegen konnte in vitro mittels DNA-
Methyltransferase inhibierendem sowie Histondeacetylase blockierendem Agenz die CpG-
Hypermethylierung partiell revertiert und eine zugleich deutliche Reexpression von ITIH5
in den analysierten Zelllinien KK47, RT112 und J82 induziert werden. Diese Daten unter-
stützen die Annahme, dass die ITIH5 -Promotormethylierung des analysierten Bereichs
funktionell mit der Expression des Gens verbunden ist. Das statistisch wahrscheinliche
Vorkommen von DNA-Bindemotiven, wie das des von Müller und Kollegen beschriebenen
transkriptionsrelevanten Moduls “ETSF-SP1-03/01” (Müller et al., 1999), untermauern
diese Auslegung. Die Promotormethylierung in dem betrachteten Sequenzabschnitt könn-
te somit die Bindung von transkriptionsfördernden Faktoren sterisch blockieren (Jones
und Baylin, 2002; Herman und Baylin, 2003) und zur aberranten ITIH5 -Inaktivierung
im humanen Harnblasenkrebs beitragen. In diesem Kontext konnte eine starke Korrelati-
on zwischen der ITIH5 -Promotormethylierung und der ITIH5 -Expression im humanem
Urothelkarzinomgewebe unabhängig vom Subtyp nachgewiesen werden. Ein signifikan-
ter ITIH5 -Expressionsverlust war ausschließlich in Harnblasentumoren mit gleichzeitiger
ITIH5 -Promotormethylierung verifizierbar. Die bei einer DNA-demethylierenden Behand-
lung beobachtete Reexpression von ITIH5 in Kombination mit der signifikanten Assoziati-
on des Expressionsverlusts und einem positiven Methylierungsstatus des ITIH5 -Gens im
humanen Harnblasenkarzinomgewebe deuten somit erste typische Merkmale eines epige-
netisch regulierten Tumorsuppressorgens der Klasse II an (Sager, 1989). Daraus schluss-
folgernd könnte die aberrante Hypermethylierung im Promotorbereich des ITIH5 -Gens
einen regulativen Effekt auf die Expression und mithin eine evidente funktionelle Rolle für
die Progression des Karzinoms ausüben. Zwecks Beurteilung der Relevanz dieses epigene-
tischen Ereignisses wurde an diese Untersuchungen eine quantitative Methylierungsana-
lytik des ITIH5 -Promotors hinsichtlich des Zeitpunkts des ITIH5-Verlusts innerhalb des
Progressionsverlaufs des Urothelkarzinoms angeschlossen. Diese ergab, dass der höchste
Methylierungsanteil in den progredient fortgeschrittenen high grade Karzinomen zu finden
war, doch in unmittelbaren Vorstufen dieses Subtyps, d.h. eine bereits im CIS sichtbare
Steigerung des Anteils methylierter ITIH5 -Allele vorlag. Dies impliziert ein innerhalb der
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linearen Progression frühes Ereignis, dessen potentieller Effekt einer ITIH5 -Inaktivierung
auf eine progressionsfördernde Wirkung hindeuten könnte. Im Einklang mit diesem Be-
fund zeigten die MSP basierten Analysen der Biomarkerstudie eine Häufung der ITIH5 -
Promotormethylierung in high grade Karzinomen. Nach einer genomweiten Studie von
Wolff und Kollegen spiegelt dies ein für den invasiven Subtypen typisches Bild wider, da
verstärkt hypermethylierte Genombereiche auftreten, wohingegen papilläre Tumore einer
deutlich stärkeren Hypomethylierung unterliegen (Wolff et al., 2010). Von Bedeutung ist
in diesem Zusammenhang ein bereits erhöhter Methylierungsanteil des ITIH5 -Promotors
in der papillären Tumorgruppe. Obschon der Anteil methylierter Allele im Vergleich zu
den high grade Tumoren gering ausfiel und folglich nur eine kleine Tumorzellpopulation
betreffen wird, deutete dieser doch auf eine Prädisposition dieses Ereignisses in papillä-
ren Karzinomen hin. Dies warf die Frage nach der funktionellen sowie letztlich klinischen
Bedeutung dieses Phänomens für die Entwicklung und Progression des papillären Uro-
thelkarzinoms auf, wozu sich in der Literatur für ITIH5 keine Anhaltspunkte finden lassen.
Ein geeignetes Modell für die Untersuchung des funktionellen Wirkungsspektrums ei-
nes Moleküls ist die Generierung eines überexprimierenden (gain-of-function) Zellkultur-
modells (Hatina et al., 2008). Voraussetzung ist ein ursprünglich, endogener Verlust der
Expression des Moleküls, dessen Expression im Zuge einer gentechnischen Manipulation
wieder hergestellt werden kann. In diesem Kontext bot sich für eine erste Charakterisie-
rung der ITIH5-Funktion in der Harnblase die stabile Reexpression von ITIH5 in humanen
RT112 Urothelkarzinomzellen an. Diese entstammen einem papillären G2 Tumor, wachsen
in epithelial-strukturierten Zellverbänden und reflektieren demnach einen nicht-invasiven
Subtypen (Masters et al., 1986; Hatina et al., 2008). In dieses Modell wurde ITIH5 über
ein Vektorkonstrukt unter der Kontrolle eines CMV Promotors stabil in das Genom von
papillären RT112 Karzinomzellen integriert und einem selektiven Prozess folgend Ein-
zelklone mit stabilem genetischen Hintergrund etabliert. Daher dienten mit einem Leer-
vektor transfizierte RT112 Einzelklone, d.h. ohne klonierte ITIH5-Volllängen-cDNA, als
Kontrollansatz um vektorbedingte Effekte auszuschließen. Nach Verifizierung einer physio-
logisch relevanten Reexpression des ITIH5-Proteins in den RT112-ITIH5-Klonen erfolgte
auf Basis dieser die Bestimmung der funktionellen, phänotypischen Auswirkungen auf
die Tumorzellen. In Abhängigkeit der ITIH5-Expression sollten neben Eigenschaften der
Tumorentwicklung, wie die der proliferativen Aktivität (Hanahan und Weinberg, 2011),
insbesondere progressionsassoziierte Fähigkeiten wie z.B. die Zell-Migration oder die Ko-
lonienbildung in vitro analysiert werden (Sahai, 2005).
Tumorzellen sind durch eine autonom regulierte Zellzykluskontrolle gekennzeichnet,
die zu ungehinderter Zellteilung führen kann. Diese Eigenschaft eignen sich Tumorzellen
meist früh im Zuge der Tumorgenese an, ist es doch eine Grundvoraussetzung für ein ge-
steigertes Tumorwachstum (Hanahan undWeinberg, 2011). Die Proliferation zeigte jedoch
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im vorliegenden Modell keine signifikante Veränderung in Folge einer ITIH5-Reexpression
in den RT112 Tumorzellen. Dementgegen erwies sich die forcierte ITIH5-Reexpression auf
die motilen Fähigkeit dieser Zelllinie als überaus wirksam. Die Zellmigration, die in der
Embryonalentwicklung, der Wundheilung (Lauffenburger und Horwitz, 1996; Ridley et al.,
2003) aber auch eine evidente Rolle in der Tumorzellinvasion spielt (Sahai, 2005), ist ein
komplexer Prozess, welcher u.a. durch das Aktin-Zytoskelett oder Zell-Substrat-Adhäsion
vermittelt wird (Pollard und Borisy, 2003; Olson und Sahai, 2009; Engers und Gabbert,
2000). Bemerkenswerterweise führte die ITIH5-Expression in den RT112 Tumorzellen zu
einer hochsignifikanten Inhibition der Migration. Zugleich zeigten Untersuchungen zur Ko-
lonienbildungsfähigkeit, die der Bewertung des Potentials zur Tumorinvasion und Meta-
stasierung dient und durch multiple zelluläre Eigenschaften beeinflusst wird (Sahai, 2005),
dass ITIH5-transfizierte RT112 Zellen in ihrem Kolonienwachstum signifikant supprimiert
waren. Daraus wird ersichtlich, dass ITIH5 in diesem in vitro Modell eine suppressive Wir-
kung auf Fähigkeiten der papillären Tumorzellen ausübt, die im besonderen Maße mit der
Progression bzw. Invasivität eines Tumors korrelieren. Mit Hinblick auf den abundanten
Verlust des ITIH5-Proteins in der Tumorgenese der Harnblase in Folge einer aberranten
Hypermethylierung des entsprechenden Genpromotors, untermauern die funktionellen in
vitro Daten eine biologische Bedeutung dieser retrospektiven Ergebnisse, die durchaus von
klinischer Relevanz sein könnte. Zwar konnte aufgrund fehlender klinischer Parameter eine
Assoziation der ITIH5 -Inaktivierung mit dem Verlauf der Erkrankung einzelner Patienten
statistisch nicht ermittelt werden, doch zeigten erste Daten, wie z.B. dass sieben von acht
Patienten mit einer Fernmetastase auch einen methylierten ITIH5 -Promotor aufwiesen,
eine Tendenz hinsichtlich invasiver bzw. metastasierender Krankheitsverläufe. Angesichts
der möglichen prognostischen Relevanz von ITIH5 für das Mammakarzinom (Veeck et
al., 2008b; Veeck et al., 2008a) gewinnt diese Mutmaßung zusätzlich an Bedeutung und
könnte neue klinische und therapeutische Ansätze für das humane Harnblasenkarzinom
bieten. Nicht zuletzt eröffnet sich eine mögliche prognostische Relevanz, die im Rahmen
des ECRG4 -ITIH5 -Panels zur Früherkennung Berücksichtigung finden könnte.
Schlussfolgerung:
Die hier vorgestellten Daten geben für das Harnblasenkarzinom erste Hinweise auf eine
mögliche Rolle von ITIH5 als Tumorsuppressorgen des Typs II, das als solches in Folge ei-
ner DNA-Hypermethylierung im Verlauf der Tumorgenese inaktiviert wird. Die klinische
Relevanz des frühen und häufigen Verlusts des ITIH5-Proteins ist aufgrund fehlender
kliniko-pathologischer Parameter zu diesem Zeitpunkt nur spekulativ, doch untermauern
die in vitro gewonnenen Daten zur Funktion von ITIH5 eine mögliche Rolle als Tumor-
suppressor des Urothelkarzinoms. In Anbetracht der suppressiven Effekte von ITIH5 auf
motile und koloniebildende Eigenschaften papillärer low grade Tumorzellen, könnte ein
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epigenetisch bedingter Verlust des ITIH5-Proteins in gering-progredienten Karzinomen
invasive Fähigkeiten prädisponieren, die im Verlauf der Erkrankung durch weitere Al-
terationen induziert werden können. Hierzu sind weiterführende retrospektive Studien,
die eine prognostische bzw. prädiktive Signifikanz bestärken können, sowie im Folgenden
weitere in vitro bzw. erste in vivo Tumormodelle erforderlich. Ungeachtet dessen, legt die
vorliegende Studie hierfür erste Grundlagen und verweist auf ein mögliches prognostisches
Potential des ECRG4 -ITIH5 -DNA-Methylierungsbiomarker Panel.
4.3 Biologische Bedeutung von ITIH5 für die Metastasierung des
humanen Mammakarzinoms
Im letzten Jahrzehnt hatte sich ein Paradigmenwechsel in der Krebsforschung angekün-
digt. Entgegen den Anfängen, in denen das intrazelluläre Wirken von Tumorgenen auf die
Krebszelle erforscht wurde, rückt zusehends der Einfluss des Mikromilieus, insbesondere
von Molekülen mit einem extrazellulären Wirkungsspektrum, in den Mittelpunkt des In-
teresses (Tlsty und Coussens, 2006). Dieses Erkenntnis leitete sich z.B. aus Arbeiten von
Mina Bissell ab, in denen gezeigt werden konnte, dass die Organisation der extrazellu-
lären Matrix einen immensen Einfluss auf die Zellmorphologie sowie Gewebearchitektur
haben kann (Schmeichel und Bissell, 2003; Beyec et al., 2007; Spencer, Xu und Bissell,
2007). Dieses liegt in der Interaktion der ECM mit den Oberflächenrezeptoren der Zel-
le (Engers und Gabbert, 2000) wie z.B. Integrinen (Giancotti und Ruoslahti, 1999) und
mithin der Manipulation intrazellulärer Signalwege begründet (Jones, Schmidhauser und
Bissell, 1993). Dies beeinflusst nachhaltig das Expressionsmuster einer angrenzenden Zelle
(Roskelley, Srebrow und Bissell, 1995) und ermöglicht den Bestandteilen der ECM eine
zentrale Funktion bei der Zellzyklusregulierung, Migration, Differenzierung und mitunter
der Homöostase epithelialer Zellen auszuüben (Bissell, Hall und Parry, 1982). Zugleich
führt die Dysregulation der ECM im Verlauf der Tumorgenese zu einer Modifikation der
Wechselwirkungen und bedingt insbesondere in den frühen Stufen der Metastasierung
einen grundlegenden Wandel des zellulären Phänotyps. In dieser Phase wird die Indu-
zierung der Epithelialen-Mesenchymalen-Transition (EMT), z.B. aufgrund degenerativer
ECM-Prozesse vermittelt von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) im Brustkrebs (Radis-
ky und Radisky, 2010), als initiales Ereignis diskutiert (Xue et al., 2003). Dieses geht mit
der progressiven Entstehung infiltrierender maligner Subtypen einher, die es den Tumor-
zellen ermöglicht sich aus dem Zellverband eines Primärtumors zu lösen (Sahai, 2005)
und mithin eine Metastasierung des primären Tumors voranzutreiben (Joyce und Pol-
lard, 2009). Dagegen wird einer strukturellen Stabilisierung des ECM-Netzwerks ein re-
primierender Effekt auf die maligne Progression humaner Tumore zugesprochen. Hier wird
der Inter-α-Trypsin Inhibitor Heavy Chain (ITIH)-Proteinfamilie, die als Hyaluronsäure-
Bindungsproteine innerhalb der ECM mit der Hyaluronsäure (HA) interagieren und ein
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stabilisierendes Geflecht eingehen, eine zentrale Rolle zugeschrieben (Zhuo, Hascall und
Kimata, 2004). Verschiedene der heute bekannten schweren Ketten der ITI-Superfamilie
wie z.B. ITIH1 und ITIH3 (Paris et al., 2002), wurden in Studien mit der Suppression
einer progressiven Tumorentwicklung unterschiedlicher Entitäten in Verbindung gebracht
(Hamm et al., 2008). Diesbezüglich konnte kürzlich gezeigt werden, dass der Verlust des
ITIH5-Proteins aufgrund einer aberranten Promotorhypermethylierung mit einem ver-
kürzten rezidivfreien Überleben und Gesamtüberleben von Brustkrebs-Patientinnen as-
soziiert war und ferner eine signifikante Korrelation mit einem positiven Lymphknoten-
und Fernmetastasenstatus aufwies (Veeck et al., 2008a; Veeck et al., 2008b). Dies birgt
insofern eine klinisch evidente Bedeutung als das trotz therapeutischer Fortschritte in den
letzten zehn Jahren noch mehr als die Hälfte aller Mammakarzinom-Patientinnen auf-
grund einer frühen Metastasierung der Tumore an den Folgen ihrer Krankheit versterben.
In diesem Kontext wird ersichtlich, dass eine zuverlässige Abschätzung des progressiven
Potentials jedes individuellen Mammakarzinoms möglichst früh in der Tumorgenese von
großer Bedeutung ist und somit der Entwicklung neuer prognostischer sowie prädiktiver
Biomarker für die Therapieoptimierung bedarf.
In Anbetracht der Datenlage wurde die Hypothese formuliert, dass ITIH5 möglicher-
weise als potente Barriere der malignen Progression im Mammakarzinom fungieren könnte.
Initial durchgeführte MSP-Analysen an einer Kohorte, die ausgehend vom Normalgewebe
mit CIS, invasiven Primärkarzinomen sowie Fernmetastasen den progressiven Verlauf des
Mammakarzinoms widerspiegelte, ergab sich eine hochsignifikante Steigerung der Methy-
lierungsfrequenz des ITIH5 -Promotors mit Zunahme progredienter Tumore. Die stärkste
Methylierungs-Prävalenz zeigte sich in der Gruppe der Fernmetastasen. Diese Ergebnisse
untermauern die zuvor nur statistische evaluierte enge Korrelation von Veeck et al. (2008)
und bekräftigen eine mögliche Relevanz von ITIH5 für distinkte Stufen der Metastasie-
rungskaskade. Diesem hypothetischen Ansatz sollte in dieser Arbeit weiter nachgegangen
werden, mit dem primären Ziel einer umfassenden funktionellen Charakterisierung der
putativen tumorsuppressiven Wirkung von ITIH5 im Brustkrebs anhand eines definierten
in vitro und in vivo Tumormodells. Denn obschon im Gegensatz zum Harnblasenkarzinom
retrospektive Daten einen eindeutigen Hinweis auf eine fundamentalen Rolle von ITIH5
für die Suppression der Tumorentstehung der Brust geben, fehlen bis heute gänzlich Infor-
mationen zum funktionellen Wirkungsspektrum von ITIH5. Die funktionelle Bedeutung
ist besonders evident hinsichtlich einer Untermauerung der möglichen prognostischen bzw.
prädiktiven Qualität (Wang und Srivastava, 2010) der ITIH5 Promotor-Methylierung und
ITIH5 Expression (Veeck et al., 2008b) für das humane Mammakarzinom.
Die Wahl der humanen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 als Rezipient für die stabile
Transfektion des ITIH5-Vektors erfolgte aufgrund der idealen Voraussetzung dieser Zellen:
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Die MDA-MB-231 Zellen wurden ursprünglich aus der pleuralen Effusion eines invasiven
Adenokarzinoms isoliert (Cailleau, Olivé und Cruciger, 1978) und können dem Basal-B
Subtypen zugeordnet werden (Neve et al., 2006; Charafe-Jauffret et al., 2006). Als solche
besitzen diese Brustkrebszellen hoch-aggressive Eigenschaften sowohl in vitro als auch in
Xenograft Maus-Modellen (Lacroix und Leclercq, 2004). Aufgrund ihres mesenchymalen
Differenzierungsgrads werden sie zudem als “Post-EMT” Zellen definiert (Zou, Hazan und
Roy, 2009; Blick et al., 2008), die sich am Ende des EMT Prozesses befinden und nur eine
marginale Expression epithelialer Marker zeigen (Sommers et al., 1994; Blick et al., 2010).
Zugleich verwiesen die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Methylierungsanalysen
verschiedener benigner und maligner Brustkrebszellen auf eine exzessive Promotorme-
thylierung des ITIH5 -Gens in den MDA-MB-231 Karzinomzellen. Im Vergleich z.B. zur
invasiven Brustkrebszelllinie HS578-T konnte von einer stabil reprimierten Transkription
ausgegangen werden. Der Mangel an endogenem ITIH5-Protein ermöglichte im Gegen-
zug die vektorvermittelte Reexpression einer in die DNA stabil integrierten ITIH5 -cDNA
Sequenz, die eine dem normalen Drüsenepithel äquivalente ITIH5-Expression (Himmel-
farb et al., 2004) wieder herzustellen vermochte. Nach der Beweisführung einer forcierten
Reexpression des ITIH5-Proteins in selektierten Einzelklonen, konnte auf Basis dieser die
Arbeitshypothese einer suppressiven Funktion von ITIH5 speziell gegenüber invasiven Fä-
higkeiten humaner Mammakarzinomzellen experimentell untermauert werden.
In Anlehnung an die potentielle Funktion von ITIH5 als Stabilisator der ECM sollte
zuallererst die Fähigkeit der MDA-MB-231 Zellen auf HA als Matrixsubstrat zu adhärie-
ren untersucht werden. In diesem Kontext war von Bedeutung, dass eine Sekretion des
ITIH5-Moleküls in den extrazellulären Raum für das MDA-MB-231 Modell nachgewiesen
werden konnte. Demzufolge untermauern die hier durchgeführten Lokalisationsbestim-
mungen zum ITIH5-Protein erstmalig eine ECM-Assoziation des Moleküls, das sich nicht
ausschließlich aus der in silico evaluierten Domänenstruktur des ITIH5-Proteins ableitet.
Zugleich erzielte die forcierte ITIH5-Expression in den MDA-MB-231 Tumorzellen eine si-
gnifikant gesteigerte Zell-Matrix Adhäsion auf HA beschichteten Zellkulturschalen. Diese
HA Bindefähigkeit der Tumorzellen in Abhängigkeit einer ITIH5-Expression steht demzu-
folge im Einklang mit Ergebnissen verwandter Moleküle der ITIH-Familie. So zeigten Paris
und Kollegen bereits im Jahr 2002 eine durch die Überexpression der schweren Ketten H1
und H3 vermittelte HA bezogene Adhäsionssteigerung in Lungenkrebs-Zellen (H460M)
(Paris et al., 2002). Dieses Ergebnis konnte im Jahr 2006 zusätzlich für das ITIH2 expe-
rimentell an einem in vitro Gliomtumormodell dargelegt werden (Werbowetski-Ogilvie et
al., 2006). Von tumorbiologischer Signifikanz war in beiden Studien die beschriebene enge
Beziehung zwischen der erhöhten Zell-Matrix-Adhäsion und der verringerten Invasivität
der Tumorzellen in Folge einer Überexpression der schweren Ketten, die im Rahmen von in
vivo Experimenten von Paris et al. sogar in einer supprimierten Metastasierungsfähigkeit
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der H460M Zellen mündete (Paris et al., 2002). Der zugrundeliegende Mechanismus ist
noch nicht verstanden, doch deuten einige Studien darauf hin, dass die Vernetzung von
HA durch ITIH-Proteine die CD44:HA Interaktion und demzufolge die Affinität sowie
Avidität von CD44 zur HA modifizieren könnte (Ruffell und Johnson, 2008). Mit CD44
transfizierte Jurkat-Zellen (urspünglich CD44-negativ) adhärieren beispielsweise tenden-
ziell bevorzugt an ITIH-HA-Komplexe und beeinflussen möglicherweise neben Substrat-
Adhäsion auch die Migration der Zelle (Zhuo et al., 2006). In diesem Kontext trat während
der letzten Jahre in unterschiedlichen Studien zutage, dass insbesondere niedermoleku-
lare HA die Expression von ECM-abbauenden Proteinasen fördert (Fieber et al., 2004),
während hochmolekulare HA einen inhibitorischen Effekt auf die Expression von z.B.
MMP2, MMP9, uPA oder PAI-1 haben kann (Hsieh et al., 2008). Bereits im Jahr 1994
verwiesen in diesem Zusammenhang Culty und Kollegen auf eine enge Assoziation der
Invasivität der CD44+ MDA-MB-231 Zellen mit der HA Synthese sowie der gleichzei-
tig gesteigerten Degradation derselbigen durch sezernierte Hyaluronidasen (Culty et al.,
1994). Angesichts der bedeutenden Rolle der ECM-Komposition auf das Expressionsprofil
einer Zelle (Xu, Boudreau und Bissell, 2009) implizieren die Daten, dass ein Stabilisieren
der Matrix-Strukturen, vermittelt von ITIH-Proteinen, einen hochmolekularen Zustand
der HA fördern und mithin eine indirekte modifizierte Stimulation der CD44 assoziierten
Signalwege bedingen könnte. Ein experimenteller Nachweis muss für ITIH5 jedoch noch
erbracht werden und liegt zu diesem Zeitpunkt im spekulativen Bereich.
Ungeachtet dessen deckten weiterführende funktionelle Untersuchungen im Rahmen
dieser Studie eine effektive Suppression der motilen und invasiven Fähigkeiten der MDA-
MB-231 Brustkrebszellen als Konsequenz einer forcierten ITIH5-Expression auf. Eine ge-
steigerte motile Fähigkeit ist eine zentrale Eigenschaft maligner Karzinomzellen (Hanahan
und Weinberg, 2011), begünstigt diese die Tumorinvasion und letztlich die Ausbildung
von Metastasen (Feldner und Brandt, 2002). Im Zuge der ITIH5-Reexpression wiesen die
MDA-MB-231 Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen ohne ITIH5-Expression eine si-
gnifikant reduzierte Motilität auf. Bemerkenswerterweise waren die ITIH5-transfizierten
MDA-MB-231 Zellen nicht in der Lage unabhängig von Zell-Zell-Kontakten als Einzelzel-
le zu migrieren, sondern verblieben stattdessen in einem engen Zellverbund. Aus diesen
Ergebnissen wurde ersichtlich, dass ITIH5 die ursprünglich mesenchymalen Migrationsfä-
higkeiten der MDA-MB-231 Zellen aufhob, was auf eine Veränderung grundlegender Me-
chanismen für die Zellbewegung schließen ließ. Diese Vermutung konnte durch die ITIH5
bedingte Reorganisation des intrazellulären Aktin-Zytoskeletts bestätigt werden. Wäh-
rend die Kontrollzellen Aktin-Stressfasern ausbildeten, die u.a. auch typisch für die ge-
richtete Zellbewegung der malignen MDA-MB-231 Tumorzellen sind (Korah et al., 2004),
erfolgte im Zuge der ITIH5-Expression eine Umstrukturierung des Aktins in kortikale
Zytoskelettstrukturen, welche charakteristisch für nicht-transformierte Normalzellen sind
(Xu, Boudreau und Bissell, 2009). Diese Daten implizieren demzufolge eine Inhibierung
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der Aktin-Polymerisationsprozesse (Pollard und Borisy, 2003), die eine Voraussetzung für
die dynamische Ausbildung von Lamellopodien darstellen in denen die ursprüngliche Mi-
grationsfähigkeit von Krebszellen fußt (Olson und Sahai, 2009), und mithin einen ITIH5
regulierten unbeweglichen Zell-Phänotyp bedingen. Besonders kritisch ist in diesem Zu-
sammenhang die Koordination mit Prozessen der Substrat-Adhäsion. Diese wird z.B. von
Integrin-Aggregaten vermittelt, den sogenannten Fokalen Adhäsionskomplexen (FA), die
über Adapterproteine wie Vinculin mit dem Aktin-Zytoskelett verknüpft sind und als
ECM-assoziierte Anker für die Kontraktion der Aktin-Stressfasern dienen (Giancotti und
Ruoslahti, 1999). Hierbei ist die Dynamik der Substrat-Adhäsion sowie die intrazellu-
läre Zytoskelettstruktur eng mit der Matrix-Organisation assoziiert (Zamir und Geiger,
2001). In Folge der Vermittlerrolle des Zytoskeletts zwischen ECM und Nukleus nimmt
eine Umstrukturierung der ECM zudem Einfluss auf die Expression von Molekülen wie
z.B. Chemokinen und MMPs (Xu, Boudreau und Bissell, 2009). Mit Auflösung der Stress-
fasern in den ITIH5-transfizierten MDA-MB-231 Zellen zeigten sich in der vorliegenden
Studie dementsprechend auch keine Stressfaser-assoziierten FA Komplexe mehr, die sich
stattdessen wie das Aktin-Zytoskelett in kortikalen Strukturen anordneten. Zugleich deu-
tete sich eine im Zuge der ITIH5-Reexpression reduzierte Größe der FA Kontakte an, die
äquivalent für einen gewissen Grad der Rezeptor-Aktivierung angesehen wird und u.a.
die Induktion von Stressfasern beeinflussen kann (Korah et al., 2004). Angesichts der zu-
sätzlichen Beteiligung dieser Rezeptor-Komplexe an der ECM-vermittelten Signalgebung,
könnte eine Modifizierung der Integrin-Cluster in Abhängigkeit der ITIH5-Expression zu
veränderten outside-in-signaling Prozessen beitragen und fundamentale, tumorrelevan-
te Eigenschaften wie z.B. Zellform, Differenzierungsgrad oder Invasivität (Giancotti und
Ruoslahti, 1999; Engers und Gabbert, 2000) beeinflussen.
Basierend auf den vorliegenden Erkenntnissen, sollte das Infiltrationsverhalten der
MDA-MB-231 Brustkrebszellen in Abhängigkeit der ITIH5-Reexpression beleuchtet wer-
den. Die Invasion von Tumorzellen in das umliegende Stromagewebe zählt zu den ersten
lokalen Stufen der Metastasierungskaskade (Hanahan und Weinberg, 2011), die neben
einem gesteigerten Migrationspotential im besonderen Maße von destruktiven Fähigkei-
ten der Tumorzelle abhängt (Engers und Gabbert, 2000). In diesem Stadium spielt die
Überwindung dreidimensionaler Matrixbarrieren wie der Basalmembran durch Abbau der
ECM-Strukturen, vermittelt z.B. von sezernierten MMPs, eine zentrale Rolle (Hanahan
und Weinberg, 2011). Die hochinvasive Eigenschaft der MDA-MB-231 Brustkrebszelllinie
in vitro eine mittels Matrigel simulierte Basalmembran sowie eine anschließende 8 µm
Porenfilter in vitro zu infiltrieren konnte in einer Vielzahl von Studien dargelegt werden
(wie z.B. Olmeda et al., 2007). Dementgegen führte die ITIH5-Expression im Rahmen
dieser Studie zu einem effektiven Verlust der Infiltrationsfähigkeiten der MDA-MB-231
Karzinomzellen und deute in vitro eine tumorsuppressive Funktion von ITIH5 an, die im
Besonderen für die ersten Stufen der Metastasierung Relevanz haben könnte. So verweist
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die Wirkung von ITIH5 in dem durchgeführten in vitro Invasions-Modell sowohl auf eine
verminderte Fähigkeit der Tumorzellen die Basalmembranbarriere zu bezwingen als auch
auf eine Unvermögen in das Blut- und Lymphgefäßsystem einzudringen.
Die zellulären aggressiven Eigenschaften einer invasiven Karzinomzelle, wie der me-
senchymalen schlecht-differenzierten MDA-MB-231 Zelllinie (Neve et al., 2006), ist das
Ergebnis eines Dedifferenzierungsprozesses, in dem das ursprünglich epitheliale Wachs-
tumsverhalten abgelegt und durch progressive Fähigkeiten ersetzt wird (Hanahan und
Weinberg, 2011). Neuesten Erkenntnissen nach manipuliert das ursprünglich embryonale
Programm der EMT (Thiery, 2003, Xue et al., 2003) in den frühen Phasen der Invasi-
onskaskade den Differenzierungsgrad der epithelialen Tumorzellen und beeinflusst insbe-
sondere die lokale Infiltration und die Intravasation der Tumorzellen (Sarrio et al., 2008).
In Experimenten an Brustkrebsmodellen bedingt die EMT z.B. eine in vitro erhöhte Mi-
grationsfähigkeit sowie in vivo gesteigerte Metastasierungsrate von Mammakarzinomzel-
len (Zhang et al., 2011) und wird mit dem basalen Brustkrebssubtypen, einer beson-
ders agressiven Form, assoziiert (Sarrio et al., 2008). Angesichts des nahezu vollständig
reprimierten Malignitätsgrads der MDA-MB-231 Brustkrebszellen in Abhängigkeit der
ITIH5-Expression lag ein revertierter Phänotyp nahe. In der Tat zeigten detaillierte, mi-
kroskopische Untersuchungen, dass mit einem Verlust charakteristischer mesenchymaler
Verhaltenseigenschaften der Post-EMT MDA-MB-231 Zellen eine fundamentale Veränder-
ung der morphologischen Zellpolarisation einherging. Entgegen den spindelförmigen Kon-
trollzellen bewirkte die forcierten ITIH5-Reexpression ein quaderförmiges Zellwachstum,
das in einem einschichtigen Monolayer mündet. Diese erinnert aus histologischer Sicht
an epitheliale Strukturen und impliziert einen gut-differenzierten Zellphänotyp (Schmei-
chel und Bissell, 2003), der die Bildung von organisierten Koloniestrukturen ermöglicht.
Dieser Eindruck konnte anhand eines Wachstumsmodells in polymerisierten MatrigelTM
3D-Netzstrukturen, in dem Wechselwirkungen der ECM mit Rezeptoren der Zelloberflä-
che eine besondere Rolle zukommen (Spencer, Xu und Bissell, 2007), verdeutlicht werden.
Während die Leervektor-transfizierten MDA-MB-231 Zellen ein undifferenziertes Wachs-
tum aufwiesen, das durch infiltrierende Zellfortsätze einzelner Zellen gekennzeichnet war,
mangelte es den Brustkrebszellen mit forcierter ITIH5-Expression an der Fähigkeit sich
aus dem Zellverbund herauszulösen und die Matrix zu infiltrieren. In Übereinstimmung
mit den mikroskopischen Befunden zeigte sich eine von ITIH5 induzierte Reexpression von
Molekülen epithelialer Zell-Zell-Kontaktkomplexe. Die desmosomalen Cadherine Desmo-
plakin (DSP), Desmocollin-2 (DSC2) und Desmoglein-2 (DSG2) sowie das Zonula occlu-
dens (Tight Junction) assoziierte ZO-1 waren in den MDA-MB-231 Tumorzellen signifi-
kant heraufreguliert und resultierte in einer deutlichen Formierung von z.B. Macula ad-
herens, sogenannten Spot-Desmosomen. Diese Zell-Zell Adhäsionsmoleküle sind mit dem
intrazellulären Zytoskelett assoziiert und geben dem Epithel eine geordnete Struktur, die
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dem Erhalt der epithelialen Homoöstase dient (Pollard und Borisy, 2003; Olson und Sa-
hai, 2009). So kommt z.B. den desmosomalen Cadherinen eine bedeutende Rolle in der
apiko-basalen Positionierung der luminalen und myoepithelialen Zellen des Brustgewe-
bes zu (Runswick et al., 2001). Demzufolge erfüllen diese Zell-Zell-Kontakte eine zentrale
tumorsuppressive Funktion in der Karzinogenese der Brust (Dusek und Attardi, 2011;
Ewald et al., 2012), wohingegen eine Dysfunktion dieser Zell-Zell-Verbindungen eine De-
differenzierung von Tumoren fördert (Dusek und Attardi, 2011) und ferner eng mit dem
Prozess der EMT verknüpft zu sein scheint (Xue et al., 2003). Aus diesem Kontext wird
ersichtlich, dass ITIH5 selbst als zentrales Element für den Erhalt der epithelialen Inte-
grität fungieren könnte, dessen Inaktivierung im Zuge der Tumorprogression der Brust
(Veeck et al., 2008a; Veeck et al., 2008b) ein notwendiges Ereignis für die Infiltration der
Tumorzelle in das umliegende Stromagewebe darstellt. Angesichts der in diesem Kontext
postulierten Rolle der EMT (Moreno-Bueno, Portillo und Cano, 2008) verweisen die Er-
gebnisse auf eine mögliche Funktion von ITIH5 als EMT Repressor.
Die funktionellen in vitro Analysen ließen eindeutige Hinweise auf eine fundamentale
Rolle von ITIH5 als möglichen Suppressor der malignen Progression erkennen, insbeson-
dere hinsichtlich der Beeinflussung der initialen Ereignisse der Metastasierungskaskade.
Diese Rolle sollte anschließend in vivo weiter entschlüsselt werden. Unter Berücksichti-
gung der retrospektiven Methylierungsdaten dieser Studie, die eine Frequenzsteigerung der
ITIH5 -Promotormethylierung über den gesamten Verlauf der Tumor-Progression zeigten,
galt es hier die Wirkung von ITIH5 auf die Metastasierungsfähigkeiten der MDA-MB-231
Brustkrebszellen abzuschätzen. Auf Basis eines in vivo Metastasierungsmodells konnte
ausgehend von der Injektion der humanen Tumorzellen in die Blutbahn von weiblichen,
immunsupprimierten Balb/cnu/nu Mäusen unter möglichst physiologischen Bedingungen
die Metastasierungsstufen der Extravasation sowie der Kolonisierung der Zellen als Mikro-
oder Makrometastase nachgestellt werden. Ganzkörper µCT Analysen identifizierten zu
anfangs die Lungen als Zielorgan metastasierender MDA-MB-231 Zellen. Obschon die
MDA-MB-231 Zellen mit forcierter ITIH5-Expression in den Lungen der Mäuse Makro-
metastasen mit äquivalenter Größe zu denen der Kontrollzellen bilden konnten, hatte die
ITIH5-Reexpression in den MDA-MB-231 Krebszellen eine deutlich reduzierte Anzahl von
Makrotumorknoten zur Folge. Bemerkenswerterweise deckten histopathologische Analy-
sen am Lungengewebe der Mäuse auf, dass die MDA-MB-231 Zellen in Abhängigkeit
einer forcierten ITIH5-Expression nahezu vollständig die Fähigkeit zur Formierung von
Mikrometastasen verloren hatten. Dieser Befund deutet auf eine möglicherweise effektive
Suppression der Extravasation hin, d.h. ITIH5 könnte das aktive Austreten der Tumorzel-
le aus der Blutbahn sowie deren Infiltration des Parenchymgewebes der Lunge inhibieren.
Der zugrundeliegende Mechanismus scheint hierbei komplex, da in dieser Phase die Eigen-
schaften einer metastasierenden Krebszelle nicht auf Einzel-Zell Ereignisse zurückzuführen
Biologische Bedeutung von ITIH5 für die Metastasierung des Mammakarzinoms 191
sind, sondern sich aus Wechselwirkungen mit z.B. Endothel- oder Stromazellen ergeben
(Engers und Gabbert, 2000) und bedürfen zur Entschlüsselung weiterführender Analysen.
Ungeachtet dessen, sollte ein erster mechanistischer Ansatz zur tumorsuppressiven
Wirkung der ITIH5-Expression im vorliegenden Modell erbracht werden. Unter der An-
nahme, dass ITIH5 als sezerniertes Protein intrazelluläre Signalprozesse beeinflussen kann,
lag der Fokus auf Transkriptionsfaktoren, die am Ende eines ECM-vermittelten Signal-
wegs im Nukleus die Transkription einer Vielzahl von Genen steuern und überdies die
maligne Progression fördern können (Hanahan und Weinberg, 2011). In diesem Zusam-
menhang wurde der Transkriptionsfaktor Forkhead Box M1 (FoxM1) kürzlich als mög-
licher Schlüsselregulator für die Metastasierung verschiedener humaner Karzinome de-
finiert (Raychaudhuri und Park, 2011; Park et al., 2011), wohingegen noch keine fun-
dierten Daten für eine äquivalente Beteiligung an der malignen Progression des Brust-
krebs vorlagen. In diesem Kontext deckten Expressionsstudien im Rahmen dieser Ar-
beit eine zur ITIH5 inversen FoxM1-Proteinexpression in den MDA-MB-231 Zellen auf.
Sowohl in vitro als auch in vivo konnte eine ITIH5 abhängige signifikante Reduktion
der FoxM1-Proteinkonzentration gezeigt werden. Von regulatorischer Relevanz war ein
in gleichen Teilen verminderter Proteingehalt des Transkriptionsfaktors FoxM1 im Zy-
toplasma und im Kern der Zelle, der eine Inbalance des Translokationsprozesses zwi-
schen beiden Kompartimenten ausschloss. Interessanterweise leitete sich der verminderte
FoxM1-Proteingehalt nicht aus einer reduzierten mRNA-Expression ab und impliziert im
Gegenzug eine mögliche FoxM1-Regulation auf der Ebene der Proteinbiosynthese bzw.
der Proteasom-vermittelten Degradation. Im Einklang hiermit konnten Laoukili und Kol-
legen zeigen, dass FoxM1 in Abhängigkeit von Cdh1 während des Zellzyklus am Beginn
der Anaphase aktiv durch den ACPC/C Komplex degradiert wird, dessen proteolytische
Aktivität am Übergang zur G1 Phase sogar bis zu 60% des ursprünglichen Proteingehalts
abbauen konnte (Laoukili et al., 2008). Die enge Assoziation zum Zellzyklus ist angesichts
der regulativen Rolle von FoxM1 auf die Expression von Zellzyklus-assoziierten Molekülen
wie z.B. Cyclin B oder Cyclin D1 nicht überraschend (Koo, Muir und Lam, 2012). In-
zwischen verweisen aber unterschiedliche Studien auf ein erweitertes Wirkungsspektrum
von FoxM1, das im besonderen Maße mit invasionsrelevanten Prozessen assoziiert ist. In
diesem Kontext zeigten z.B. experimentelle Studien basierend auf einem Tumormodell
des Ovars sowie des Dickdarms fördernde Effekte von FoxM1 auf das Migrations- und
Invasionsverhalten der Krebszellen (Lok et al., 2011; Chu et al., 2012). Die Überexpres-
sion von FoxM1 in einem in vitro Pankreastumormodell führte überdies zur Induktion
der EMT, die u.a. mit einer deutlichen Reorganisation des Zytoskeletts einherging (Bao
et al., 2011). In Bezug zur Progression des Mammakarzinoms konnten Ahmand und Kol-
legen anhand der MDA-MB-231 Brustkrebszellen einen signifikanten Effekt von FoxM1
auf die Gentranskription von ECM-abbauenden Molekülen aufdecken, die für die Tumor-
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invasion der Brust als zentrale Regulatoren angesehen werden. Hier modulierte FoxM1
in den Brustkrebszellen die Genaktivität z.B. der sezernierten oder membranständigen
Proteasen uPA, uPAR, MMP2, MMP9 (Ahmad et al., 2010). In Übereinstimmung mit
diesen Daten korrelierte die reduzierte FoxM1-Proteinexpression in den ITIH5 induzier-
ten Makrotumorknoten des in vivo Modells dieser Studie mit einem deutlichen Verlust
der MMP9 -mRNA-Expression. MMP9 kann durch Wechselwirkungen mit CD44 akti-
viert werden, fördert die Zellinvasion (Lagarrigue et al., 2010) sowie eine Destruktion
der Gewebearchitektur in einem 3D-Tumormodell der Brust und zeigte sich in vivo als
notwendiger Faktor für das Wachstum des Tumors (Beliveau et al., 2010). Mit Hinblick
auf die publizierten Daten kann konstatiert werden, dass ein Mangel an MMP9 in den
ITIH5-transfizierten MDA-MB-231 Zellen eine wesentliche Ursache für die supprimierte
Fähigkeit zur Formierung von Metastasen darstellen könnte, bedarf aber zur Einordnung
der Relevanz weiteren Untersuchungen, u.a. zur hydrolytischen Aktivität der Protease.
Dennoch zeigt dieses Ergebnis erstmalig eine mechanistische Kausalität zwischen der de-
regulierten FoxM1-Expression in Brustkrebszellen und der Bildung von Metastasen in
Abhängigkeit einer ITIH5-Expression.
Eine direkte Kohärenz zwischen ITIH5 und FoxM1 konnte darüber hinaus auf Basis
statistischer Analysen zur Expression beider Proteine in primären Mammakarzinomge-
weben bekräftigt werden. Eine geringe bis moderate FoxM1-Proteinexpression korrelierte
signifikant mit einer starken ITIH5-Expression. Von klinischer Bedeutung war, dass FoxM1
auf Basis dieser inversen Expressionsachse mit ITIH5 signifikant mit einem deutlich redu-
zierten Rezidiv-Risiko für die Patientinnen assoziiert war. Dieser Befund stellt der inversen
Expressionskombination eine prognostische Signifikanz in Aussicht, die einem angemes-
senen Evidenz-Niveau nach Vittinghoff und McCulloch (Vittinghoff und McCulloch, 2007)
standhalten kann, welches FoxM1 als alleiniger Faktor bisher gänzlich verfehlte (Bektas
et al., 2008). In diesem Ansatz zeigte sich, dass eine starke ITIH5-Expression nahezu
ausschließlich in Mammakarzinomen zu finden war, die eine schwache FoxM1-Expression
aufwiesen. Somit spiegelte sich das identifizierte Expressionsmuster des in vitro Modells
der MDA-MB-231 Zellen nach ITIH5-Reexpression auch im Kontext komplexer, primärer
Mammakarzinome wider. Dies verstärkt den Eindruck der physiologischen Relevanz einer
in Abhängigkeit der ITIH5-Expression regulierten FoxM1-Expression und unterstreicht,
angesichts des supprimierten Malignitätsgrads der Tumormodelle, einen evidenten Ein-
fluss von FoxM1 und ITIH5 als mögliche Barrieren für die maligne Progression der Brust.
Schlussfolgerung:
Die vorliegenden funktionellen Befunde zum ITIH5-Wirkungsspektrum im Mamma-
karzinom auf Basis eines in vitro sowie in vivo Mammakarzinom-Modells verweisen auf
eine evidente Bedeutung für die epitheliale Homöostase des Brustgewebes. Diese Daten
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bekräftigen somit erstmalig auf funktioneller Ebene eine putative Rolle von ITIH5 als
suppressive Barriere für distinkte Stufen der Metastasierungskaskade.
Abbildung 84: Postuliertes funktionelles Wirkungsspektrum von ITIH5 in Brustkrebszel-
len und die Relevanz für distinkte Stufen der Metastasierungskaskade. A)
Skizze der Wirkung einer forcierten ITIH5-Reexpression in MDA-MB-231 Mammakar-
zinomzellen. Die ektopische Expression von ITIH5 führt zu einem Phänotypwechsel, der
die mesenchymalen Krebszellen in einen epithelialen Differenzierungsgrad zwingt. Diese
Retransformation ist mit einer Reorganisation des Zytoskeletts assoziiert und hat ei-
ne Wiederherstellung epithelialer Marker und Zell-Zell-Adhäsionskomplexe zur Folge.
Rotes Kreuz: inhibierte Prozesse. Pfeile: bestätigte Prozesse. Gestrichelte Pfeile sowie
Fragezeichen: mögliche aber nicht verifizierte Mechanismen bzw. Wechselwirkungen mit
unbekannten Molekülen. HA: Hyaluronsäure; FA: Fokaler Adhäsionskomplex. B) Dar-
stellung der möglichen supprimierten Stufen der Metastasierungskaskade durch ITIH5.
Stufe 1: Repression des Herauslösens der Tumorzellen aus dem primären Zellverbund
und Unterbinden der lokalen Invasion in das umliegende Stroma. Stufe 2: Suppression
einer anfänglichen Kolonisierung metastasierender Zellen in entfernt liegenden Zielorga-
nen z.B. durch Inhibition der Gewebeinfiltration.
In Anbetracht der signifikanten Suppression der malignen Eigenschaften der ursprüng-
lich hoch-invasiven MDA-MB-231 Brustkrebszellen, die mit einem gut-differenzierten Phä-
notypwechsel einherging und in einer effektiven Inhibierung der Metastasierungsfähigkei-
ten der Tumorzellen mündete, erscheint der biologische Mechanismus hinter diesen Effek-
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ten komplex. Eine Zusammenfassung der vorliegenden Daten zur Wirkung von ITIH5 auf
Mammakarzinomzellen im Kontext identifizierter Regulatormoleküle ist als mechanisti-
sches Modell in Abbildung 84 skizziert. Ungeachtet des zugrundeliegenden Mechanismus
erbringen die funktionellen Daten dieser Studie erstmalig eine Kausalität zwischen der
ITIH5 Biologie und der klinischen Relevanz und untermauern damit die prognostische
und klinische Qualität der ITIH5-Inaktivierung für Mammakarzinom-Patientinnen. Zu-
dem geben die Daten einen bedeutenden Hinweis auf eine enge Assoziation zum putati-
ven Metastasierungsregulator FoxM1. Damit legt diese Studie eine solide Grundlage für
weiterführende detaillierte Untersuchungen zu involvierten Signalwegen.
Mit Hinblick auf die Herabregulation von ITIH5 in einer weiteren humanen Tumoren-
tität, wie die in der vorliegenden Studie evaluierten Inaktivierung von ITIH5 im Verlauf
der Progression des Urothelkarzinoms, deuten die vorliegenden Ergebnisse aller drei Pro-
jekte in Assoziation mit den publizierten Daten zusammenfassend auf eine möglicherweise
zentrale Rolle von ITIH5 für die Entstehung bzw. Progression humaner epithelialer Tu-
more mit durchaus klinischer Relevanz hin. Diese Hypothese wird durch drei wesentliche
Aspekte gestützt: (1) Der ITIH5 -Genpromotor verfügt als einziger unter den ITIH Mit-
gliedern über eine hohe Dichte an CpG-Dinukleotiden, dessen aberrante Hypermethylie-
rung im Verlauf der Progression des Mammakarzinoms sowie des Harnblasenkarzinoms als
molekularer Mechanismus für einen frühen Expressionsverlust identifiziert werden konn-
te. Damit unterliegt ITIH5 einem systemischen epigenetischen Patho-Mechanismus, der
nach aktuellen Erkenntnissen die Hauptursache für die funktionelle Inaktivierung von Tu-
morsuppressorgenen in der Krebsentstehung darstellt (Jones und Baylin, 2002). (2) Die
DNA-Methylierung des ITIH5 -Promotors wies hierbei sowohl im Mammakarzinom (Veeck
et al., 2008b) als auch im Harnblasenkarzinom eine klinische Relevanz als putativer pro-
gnostischer bzw. diagnostischer Biomarker auf, dessen weitere Validierung einen Nutzen
für die Behandlung von Patienten mit maligner Erkrankung bedingen könnte. (3) Die
funktionellen in vitro und in vivo Experimente verweisen auf tumorsuppressive sowie me-
tastasierungshemmende Eigenschaften von ITIH5, der als Repressor des für eine Vielzahl
von Tumorentitäten beschriebenen zentralen EMT Prozesses agieren könnte. Zugleich im-
pliziert die regulative Assoziation von ITIH5 auf die Expression epithelialer Marker, die
als Zell-Zellverbindungen, wie z.B. den Tight Junctions, die Homöostase von Epithel- wie
Urothelgeweben gewährleisten können, eine evidente Rolle für den Erhalt der epithelia-
len Integrität. Eine Charakterisierung weiterer Interaktionspartner sowie Signalwege von
ITIH5 könnten demnach zukünftig einen vielversprechenden Ansatz darstellen, neue mo-
lekulare Therapeutika zu entwickeln, die eine Wiederherstellung eines “Gleichgewichts”
im epithelialen Differenzierungsgrad bewirken und demzufolge einer Metastasierung z.B.
des Mammakarzinoms entgegenwirken könnten.
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A.3 Eigenschaften der verwendeten Patientenkohorten
Tabelle 69: Kliniko-pathologische Parameter für die Harnblasenkarzinomkohorte
Parameter Kategorisierung nd verfügbar %
Histologischer Typ
Urothelkarzinom (TCC) 68 100
Histologischer Subtyp
Papillär 30 44,1
Invasiv 38 50,0
Alter bei OP
Median; 68a
Spanne: 26-94 Jahrea
≤68 34 50,0
>68 34 50,0
Geschlecht
weiblich 15 22,1
männlich 53 77,9
Tumorgrößeb
pTa 28 36,8
pTisc 8 10,5
pT1 4 5,3
pT2 14 18,4
pT3 14 18,4
pT4 6 7,9
pTx 2 2,6
Histologischer Gradb
low grade 25 36,8
high grade 43 63,2
aBezug zur Gesamtprobenzahl; bTNM Klassifikation nach UICC 2002, 6.
Auflage und WHO-Klassifikation 2004; cCIS Proben entstammen aus Pati-
enten mit invasivem Urothelkarzinom der Kohorte; dMännern und Frauen
mit primären Harnblasenkarzinom.
Tabelle 70: Kliniko-pathologische Parameter für die TCC-assoziierte Urinkohorte
Parameter Kategorisierung nc verfügbar %
Histologischer Typ
Urothelkarzinom (TCC) 88 100
Histologischer Subtyp
Papillär 43 48,9
Invasiv 43 48,9
Nicht bekannt 2 2,2
Alter bei OP
Median; 69a
Spanne: 27-85 Jahrea
≤69 49 55,7
>69 38 43,2
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Geschlecht
weiblich 25 28,4
männlich 63 71,6
Tumorgrößeb
pTa 40 45,5
pTis 2 2,3
pT1 17 19,3
pT2 16 18,2
pT3 5 5,7
pT4 6 6,8
Histologischer Gradb
low grade 34 38,6
high grade 52 59,1
aBezug zur Gesamtprobenzahl; bTNM Klassifikation nach UICC 2002, 6.
Auflage und WHO-Klassifikation 2004; cPräoperative Urinproben von Män-
nern und Frauen mit primären Harnblasenkarzinom.
Tabelle 71: Kliniko-pathologische Parameter für die Metastasenkohorte
Parameter Kategorisierung na verfügbar %
Metastatische Seite
Gehirn 18 69,2
Andere 8 30,8
Östrogenrezeptorb
Negativ (IRS 0-2) 13 50,0
Positiv (IRS 3-12) 5 19,2
nicht bekannt 8 30,8
Progesteronrezetorb
Negativ (IRS 0-2) 10 38,5
Positiv (IRS 3-12) 5 19,2
nicht bekannt 11 42,3
HER2 Statusc
Negativ (0, 1+, 2+) 4 15,4
Positiv (3+) 14 53,8
nicht bekannt 8 30,8
aLediglich Metastasen von Frauen mit invasivem Mammakarzinom wur-
den einbezigen; bImmunoreaktiver Wert (IRS) gemäß Remmele und Steg-
ner (Remmele und Stegner, 1987 Entsprechend der TNM Klassifikation
nach Sobin und Wittekind (Sobin und Wittekind, 2002). cÜberexpression
des ERBB2 Gens (HER2/neu) wurde entsprechend dem DAKO-Score IHC
System diagnostiziert.
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Tabelle 72: Kliniko-pathologische Parameter für die Mammakarzinomkohorte
Parameter Kategorisierung na verfügbar %
Alter bei Diagnose
Median; 58b
≤58 82 47,7
>58 90 52,3
Tumorgrößec
pT1 64 26,7
pT2 88 51,2
pT3 11 6,4
pT4 26 15,1
nicht bekannt 1 0,6
Lymphknotenstatusc
pN0 73 42,5
pN1-3 91 52,9
nicht bekannt 8 4,7
Histologischer Gradd
G1 16 9,3
G2 76 44,2
G3 80 46,5
Histologischer Typ
IDC 141 82,0
ILC 13 7,6
Andere 16 9,2
nicht bekannt 2 1,2
Östrogenrezeptorc
Negativ (IRS 0-2) 47 27,3
Positiv (IRS 3-12) 94 54,7
nicht bekannt 3 18,0
Progesteronrezetorc
Negativ (IRS 0-2) 101 58,7
Positiv (IRS 3-12) 46 26,7
nicht bekannt 25 14,5
HER2 Statusd
Negativ (0, 1+, 2+) 122 70,9
Positiv (3+) 28 16,3
nicht bekannt 22 12,8
aNur Patientinnen mit einem primären, unilateralen, invasivemMammakar-
zinom wurden einbezogen; bBezug zur Gesamtprobenzahl; cEntsprechend
der TNM Klassifikation nach Sobin und Wittekind (Sobin und Wittekind,
2002). bNach Bloom und Richardson und modifiziert durch Elston und El-
lis (Elston und Ellis, 1993). dImmunoreaktiver Wert (IRS) gemäß Remmele
und Stegner (Remmele und Stegner, 1987). eÜberexpression des ERBB2
Gens (HER2/neu) wurde entsprechend dem DAKO-Score IHC System dia-
gnostiziert.
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A.4 Klassifikation maligner Tumore
A.4.1 Staging des Harnblasen- und Mammakarzinoms
Das Staging des Harnblasen- bzw. Mammakarzinoms erfolgt nach der aktuellen UICC-
Klassifikation (Sobin und Wittekind, 2002), wobei Tumorausdehnung (T), Lymphknoten-
befall (Nodalstatus N) und Metastasen (M) berücksichtigt werden. Eine Übersicht geben
Tabelle A.4.1 und A.4.1.
Tabelle 73: TNM-Klassifikation des humanen Harnblasenkarzinoms nach Sobin und Wittekind, 2002
Stadium (T) Primärtumor
Tx Primärtumor kann nicht beurteilt werden
Ta nicht-invasives, papilläres Karzinom, begrenzt auf Mucosa
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe
T2 Tumor infiltriert Muskulatur
T2a Tumor infiltriert innere Hälfte der Muskulatur
T2b Tumor infiltriert äußere Hälfte der Muskulatur
T3 Tumor infiltriert perivesikuläres Fettgewebe
T3a mikroskopische Infiltration
T3b makroskopische Infiltration
T4 Tumor infiltriert Prostata, Uterus, Vagina, Becken- oder Bauchwand
T4a Tumor infiltriert Prostata, Uterus oder Vagina
T4b Tumor infiltriert Becken- oder Bauchwand
Nodalstatus (N)
Nx keine Beurteilung möglich
N0 keine regionalen Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasen in einem solitären Lymphknoten max. 2 cm im Durch-
messer
N2 Metastasen in einem solitären Lymphknoten über 2 cm und unter 5
cm im Durchmesser oder in multiplen Lymphknoten, keiner mehr als
5 cm
N3 Metastasen in einem Lymphknoten über 5 cm im Durchmesser
Fernmetastase (M)
Mx keine Beurteilung möglich
M0 keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen vorhanden
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Tabelle 74: TNM-Klassifikation des humanen Mammakarzinoms nach Sobin und Wittekind, 2002
Stadium (T) Primärtumor
Tx Primärtumor kann nicht beurteilt werden
T0 kein Anhaltspunkt für einen Primärtumor
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor bis 2 cm in größter Ausdehnung
T1a Tumor bis 0,5 cm
T1b Tumor 0,5 - 1 cm
T1c Tumor 1 - 2 cm
T2 Tumor > 2 cm, aber ≤ 5 cm in größter Ausdehnung
T3 Tumor > 5 cm in größter Ausdehnung
T4 Tumor jeder Größe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder
Haut
T4a mit Ausdehnung auf die Brustwand
T4b mit Ödem, Ulzeration der Brusthaut oder Satellitenmetastasen der
Haut
T4c Kriterien 4a und 4b gemeinsam
T4d inflammatorisches Karzinom
Nodalstatus (N)
Nx keine Beurteilung möglich
N0 keine regionalen Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasen in beweglichen ipsilateralen axillären Lymphknoten
N1a nur Mikrometastasen, keine > 0,2 cm
N1b Metastasen in Lymphknoten, zumindest eine > 0,2 cm
N1bI Metastasen in 1 - 3 Lymphknoten, eine > 0,2 cm aber alle < 2 cm
N1bII Metastasen in 4 oder mehr Lymphknoten, eine > 0,2 cm, aber alle <
2cm
N1bIII Ausdehnung der Metastasen über die Lymphknotenkapsel hinaus (al-
le < 2 cm)
N1bIV Metastasen in Lymphknoten ≥ 2 cm in größter Ausdehnung
N2 Metastasen in ipsilateralen axillären Lymphknoten, untereinander fi-
xiert
N3 Metastasen in Lymphknoten entlang der Arteria mammaria interna
Fernmetastase (M)
Mx keine Beurteilung möglich
M0 keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen vorhanden
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A.4.2 Histologische Graduierung des humanen Mammakarzinoms
Zusätzlich zur TNM-Klassifikation wird eine histo-pathologische Tumorgraduierung be-
schrieben. Hierbei werden die Kriterien Tubulusbildung, Kernpleomorphie und Mitoserate
bestimmt (nach Elston und Ellis, 1993) und der Malignitätsgrad des Tumors beurteilt.
Tabelle 75: Histologische Graduierung des humanen Mammakarzinoms
Merkmal Kriterium Wert
Tubulusausbildung 75% 1
10-75% 2
<10% 3
Kernpolymorphie Gering 1
Mittelgradig 2
Stark 3
Mitoserate 0-5/10 HPFa 1
6-11/10 HPFa 2
≥ 12/10 HPFa 3
Summenscore 3-9
aHPF: High Power Field (400-fache Vergröße-
rung).
A.4.3 Auswertesystem des histologischen Summenscores für das Mamma-
karzinom
Tabelle 76: Auswertesystem des histologischen Summenscores
Summenscore Malignitätsgrad G-Gruppe Definition
3,4,5 Gering G1 Gut differnziert
6,7 Mäßig G2 Mäßig differnziert
8,9 Hoch G3 Entdifferenziert
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